PROPRIETÀ ELETTRICHE DI MEMBRANA DI CELLULE MUSCOLARI SCHELETRICHE MURINE ED UMANE DIFFERENZIATE IN VITRO by JURDANA, MIHAELA
UNIVERSITÀ DEGLI STUDI DI TRIESTE 
Centro Interdipartimentale per le Neuroscienze BRAIN 
Dipartimento di Fisiologia e Patologia 
Dottorato di Ricerca in Neuroscienze 
XVIII Ciclo 
Proprietà elettriche di membrana di cellule muscolari 
scheletriche m urine ed umane differenziate in vitro. 
Dottoranda: 
Mihaela Jurdana l '1 ~ 
BI0/09 Fisiologia 
Coordinatore: 
Prof Paola Lorenzon 
Università di Trieste 
Dip. Fisiologia e Patologia 
Tutore: 
Dr. Marina Sciancalepore 
Università di Trieste 
Dip. Fisiologia e Patologia 
UNIVERSITÀ DEGLI STUDI DI TRIESTE 
Centro Interdipartimentale per le Neuroscienze BRAIN 
Dipartimento di Fisiologia e Patologia 
Dottorato di Ricerca in Neuroscienze 
XVIII Ciclo 
Proprietà elettriche di membrana di cellule muscolari 





Prof. Paola Lorenzon 
Università di Trieste 
~~=::logia 
Tutore: 
Dr. Marina Sciancalepore 
Università di Trieste 
Dip. Fisiologia e Patologia 
l. INTRODUZIONE pag. l 
1.1 Miogenesi 
1.1.1 Miogenesi in vivo 
1.1.2 Cellule satelliti 
1.1.3 Miogenesi in vitro 
+IK+ 1.2. La pompa N a 
INDICE 
1.2.1. La pompa N a+ IK+ -A TPasica nel muscolo scheletrico 
1.3 Agrina 
1.3 .l L' agrina neuronale 
1.4 Attività spontanea 1.4 
1.4.1 Attività spontanea in cellule muscolari scheletriche murine 
1.5 Espressione di canali ionici durante la miogenesi in vitro 
1.5.1 I canali K+Ca2+ -dipendenti 
1.5.2 Canali K+ SK e la miogenesi 
1.5 .3 I canali Ca2+- voltaggio dipendenti 
1.5.4 I canali calcio di tipo L 
1.5.5 Canale calcio di tipo T 
1.5.6 I canali Ca2+ durante la miogenesi 
2. SCOPO DELLA TESI pag. 34 
3. MATERIALI E METODI pag. 36 



















3.1.1 Le colture di cellule satelliti murine 
3 .1.2 Le colture di cellule satelliti umane 
3.1.3. La conta dei miotubi murini in contrazione 
3.2 Registrazioni elettrofisiologiche 
3 .2.1. Il se t up di elettrofisiologia 
3.2.2 Gli elettrodi 
3.2.3. La tecnica delpatch clamp 
3.2.4 Le registrazioni in whole-cell 
3.2.5 Le registrazioni in whole-cell con l'amfotericina 
3.2.6 Acquisizione e l'analisi dei dati 
3.3 Soluzioni e reagenti 
3 .3.1 Soluzione normale extracellulare (N ES) 
3.3.2 Soluzione per lo studio delle correnti Na+ persistenti 
3.3.3 Soluzione per lo studio delle correnti Ca2+ 
3.3.4 Soluzioni per lo studio delle correnti K+ SK 
3.4 Le tecniche molecolari 
3.4.1 Immunocitochimica 



















3 .4.1.2 Immunolocalizzazione della componente "veloce" e "lenta" della catena pesante 
della miosina (MHC) 
3.4.2 La tecnica del western blot 
pag 48 
pag48 
4.RISULTATI pag. 50 
4.1. Caratteristiche generali di cellule satelliti murine i28 
4.1.1 L'attività elettrica spontanea 
4.1.2. Canali Na+ voltaggio dipendenti 
4.1.3 Canali Ca2+ voltaggio-dipendenti 
4.1.4. Canali K+ apamino-sensibili, attivati dal Ca2+ 
4.2 Caratteristiche generali delle cellule satelliti umane 
4.2.1 Canali K+Ca2+ dipendenti 
4.2.2 L' effetto dell'agrina neuronale sull'espressione di canali 
Ca2+ di tipo L e di tipo T 










4.2.4 L'espressione della pompa Na+1K+-ATPasica pag 67 
4.2.4.1 Il contributo della pompa Na+1K+-ATPasica al potenziale di membrana a riposo 
pag 67 
4.2.4.2 L'espressione delle subunità proteiche al e a2 della pompa Na+1K+-ATPasica 
pag 79 
4.2.5 L'effetto dell'agrina sull'espressione della componente "lenta" e "veloce" di MHC in 
miotubi umani differenziati in vitro pag 82 
5. DISCUSSIONE pag. 86 
5 .l Attività spontanea nei miotubi murini e ruolo dell'influenza di specifiche conduttanze 
pag 86 
5.2 Contributo dei canali Na+ e Ca2+ all'attività spontanea 
5.3 Il ruolo dei canali K+Ca2+ attivati 
5.4 Proprietà elettriche di cellule muscolari umane in coltura 





5.6 L'effetto de li' agrina sull'espressione di canali Ca2+ voltaggio-dipendenti 
5.7 L'effetto dell'agrina sulle proprieta' passive di membrana 
5.8 La pompa Na+/K+ -ATPasi ed il potenziale di membrana a riposo 
5.9 Espressione della componente "veloce" e "lenta" della MHC 
6. CONCLUSIONI pag. 99 
7. RINGRAZIAMENTI pag.100 





9. PUBBLICAZIONI E PARTECIPAZIONI A CONGRESSI pag. 125 
l. INTRODUZIONE 
1.1 Miogenesi 
1.1.1 Miogenesi in vivo 
Durante lo sviluppo embrionale il mesoderma (foglietto medio) si ispessisce e si 
segmenta originando le strutture metameriche, i somiti in una sequenza rostro-caudale 
lungo il tubo neurale e la notocorda (figura 1). Dai somiti traggono origine le cellule 
muscolari scheletriche. Lo sviluppo del muscolo è caratterizzato dalla formazione 
asincrona di due generazioni di fibre muscolari: primarie e secondarie che 
corrispondono probabilmente all'apparenza e migrazione sequenziale di distinte classi 
di mioblasti durante lo sviluppo (White et al., 1975; Miller & Stockdale, 1987). Le due 
fasi si distinguono l'una dall'altra in base alla diversa istologia delle fibre e le differenti 
isoforme di proteine muscolo-specifiche come quelle per la catena pesante della miosina 
(Condon et al., 1990). Fibre muscolari umane della generazione primaria si formano 
prima dell'innervazione. La catena pesante della miosina (MHC) di tipo "lento" è 
indipendente dall'innervazione e presente nelle fibre di generazione primaria (Thomell 
et al., 1984; Butler-Browne et al., 1990; Barbet et al., 1991, Cho et al., 1993) dove 
invece è assente nella generazione secondaria in una fase iniziale ma ricompare in 
seguito all'influenza di fattori esterni come l'attività, l'innervazione, etc., in tal caso i 
mioblasti maturano e acquisiscono la MHC di tipo "lento" e "veloce", stabilendo 
rispettivamente il fenotipo di fibre lente e veloci. È ancora discusso se fibre diverse 
derivano da diverse linee embrionali di mioblasti (Schiaffino & Reggiani, 1996). 
Il muscolo scheletrico è caratterizzato dalla presenza di un altro tipo di cellula 
precursore miogenico, la cellula satellite, cellula quiescente con ridotta componente 
citoplasmatica e nessun miofilamento. 
Fig. l. I somiti, visibili ai lati del tubo neurale, in un embrione di pollo di 40 giorni (modificata da 
Alberts et al., 2002). 
1.1.2 Cellule satelliti 
Le cellule satelliti, precursori quiescenti del muscolo scheletrico, sono state descritte per 
la prima volta nel muscolo di rana (Mauro & Katz, 1961). Tali cellule sono localizzate 
tra il sarcolemma e la lamina basale muscolare ; lo spazio che separa la fibra muscolare 
dalla cellula satellite è di 15-60 nm (Schultz, 1976) (figura 2). 
Fig. 2. Immagine al microscopio elettronico. Le cellule satelliti situate tra la lamina basale ed il 
sarcolemma in una sezione di miofibra perpendicolare al suo asse maggiore. 
(dal sito http://c lasses. ace s. uiuc. edul A nSci312/musclelmuscle. HTM). 
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Mentre l'origine delle cellule satelliti è ancora oscura, ci sono molte evidenze che 
dimostrano la loro provenienza da cellule progenitrici contenute nei vasi sanguigni 
dell'embrione (cellule isolate dall'aorta dorsale dell'embrione avevano un aspetto 
morfologico e un profilo di espressione genica simile a quello delle cellule satelliti; De 
Angelis et al. 1999). 
Il numero delle cellule satelliti dipende dalla specie, dal tipo di miofibra e dall'età. Nel 
muscolo sano del neonato le cellule satelliti corrispondono al 3-1 O % di tutti i nuclei ma 
questa percentuale si riduce al 1-2 % con l'invecchiamento (Gibson & Schultz, 1983). 
Nel muscolo adulto, il loro numero rimane relativamente costante anche dopo molti 
cicli di degenerazione e rigenerazione, grazie alla capacità autorigenerativa, propria di 
queste cellule quiescenti (Gibson & Schultz, 1983). Nel muscolo adulto sano, le cellule 
satelliti sono in fase Go, fase stazionaria del ciclo cellulare e in caso di danno muscolare 
entrano nello stato attivo (fase G l) ed acquisiscono la capacità di dividersi, prolifere e 
differenziare dando cosi origine a una nuova popolazione di cellule muscolari. 
Le cellule satteliti attivate in caso del danno muscolare o durante il processo di 
rigenerazione muscolare esprimono i fattori di regolazione della miogenesi (MRFs, 
myogenic regulatory factor; Cornelison & Wold, 1997). Si tratta di fattori di 
trascrizione muscolo specifici (MyoD, Myf-5, miogenina e MRF4) appartenenti alla 
famiglia MyoD (Megeney & Rudnicki, 1995). Alcuni di loro (MyoD, Myf-5) sono 
definiti fattori di trascrizione precoci, necessari per trasformare le cellule satelliti in 
mioblasti in proliferazione, altri (miogenina e MRF4) sono definiti fattori di trascrizione 
tardivi (figura 3), perché coinvolti nel processo di differenziamento (Megeney & 
Rudnicki, 1995). L'espressione dei regolatori tardivi della miogenesi precede la 
produzione di proteine muscolo-specifiche come la catena pesante della miosina e la 
creatina chinasi muscolare. 
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cellula satellite mio blasto 
miofibra differenziata 
Fig 3. Attivazione delle cellule satelliti. La figura presenta i passaggi principali dell'attivazione delle 
cellule satelliti. Durante l'attivazione vengono espressi fattori precoci ( MyoD e myf-5) e tardivi 
(miogenina e MRF-4) (modificata da Hawke & Garry, 2001). 
Ci sono evidenze funzionali che le cellule satelliti sono una popolazione di cellule 
eterogenee. Durante lo sviluppo postnatale le cellule satelliti proliferano, una parte di 
loro da origine a nuove cellule satelliti, mentre l'altra metà è responsabile della crescita 
di fibre muscolari e rigenerazione del muscolo scheletrico (Bischoff, 1994). 
Le cellule satelliti, quali precursori miogenici indifferenziati, intervengono nella crescita 
postnatale del muscolo, nell'aumento della sua massa, nella riparazione in caso di danno 
e in caso di miopatie croniche degenerative. Quando richiesto, tali cellule sono attivate, 
proliferano, differenziano ed eventualmente fondono in miotubi che maturano in 
miofibre. 
È stato dimostrato che le cellule satelliti che vengono attivate durante il danno 
muscolare subiscono mitosi circa due giorni dopo il danno (Decary et al. 1997). La 
rigenerazione è influenzata dalla natura del danno (traumatico, clinico, ischemico), la 
composizione della matrice extracellulare, la disponibilità di fattori di crescita (Charge 
et al., 2004). 
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Le cellule satelliti vengono distinte da fibre muscolari mature con l 'utilizzo di marcatori 
specifici, espressi da cellule satelliti e non da fibre muscolari (vedi figura 4). Un 
esempio è la molecola di adesione, M-caderina (Irintschev et al., 1994) ed altri 
marcatori come c-met, (Comelison & Wold, 1997), il recettore per i fattori di crescita 
degli epatociti (HGF), il fattore di trascrizione NMF (myocyte nuclear factor), il fattore 
Pax7 -(Hawke & Garry, 2001) ed il fattore CD 34, marcatore usato per isolare le cellule 
staminali ematopoietiche (Beauchmap, 2000). 
Fig 4. Fibra muscolare marcata con l'anticorpo contro l'M-caderina (rosso). Le cellule marcate per l'M 
caderina sono le cellule satelliti, in blu i nuclei marcati con DAPI (da Goldring et al., 2002). 
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1.1.3 Miogenesi in vitro 
Le cellule satelliti possono essere isolate dal tessuto muscolare scheletrico, proliferare e 
differenziare in vitro per dare origine a miotubi multinucleati. Il processo di fusione 
coinvolge molte modificazioni tra cui l'espressione di proteine specifiche come l'actina, 
la miosina, la tropomiosina, la troponina e vari tipi di canali ionici ligando e voltaggio-
dipendenti. 
I cambiamenti delle proprietà elettriche delle membrane di queste cellule hanno un 
ruolo fondamentale nel processo della fusione, infatti il potenziale di membrana nelle 
cellule indifferenziate (mioblasti) è circa -10 mV, mentre dopo la fusione, nei miotubi 
diventa piu' negativo, tra -55 e -70 m V (Fischbach et al., 1971; Ritchie & Fambrough, 
1975; Spector & Prives, 1977; Hamann et al., 1994). Questo cambiamento dipende 
dall'espressione programmata di canali voltaggio-dipendenti, in particolare di due 
canali selettivi per il potassio: l' ether-à-go-go (EAG), Bijlenga et al., 1998; Occhidoro 
et al., 1998) e l 'inward rectifier Kir2.1 (Liu et al., 1998; Fischer-Lougheed et al., 200 l); 
figura 5. L'iperpolarizzazione da Kir2.1 è necessaria perché avvenga la fusione dei 
mioblasti infatti il blocco farmacologico dei canali Kir2.1 (Liu et . al., 1998) o 
l'inibizione della loro espressione effettuata usando un vettore RNA (Fischer-Lougheed 
et al., 2001) sopprime la fusione. 
È stato anche dimostrato che gli ioni calcio e i rispettivi canali calcio voltaggio-
dipendenti sono neccessari nello sviluppo e ne li 'attività del muscolo scheletrico. 
Inibendo l'attività dei canali calcio di tipo T si previene sia l'aumento della 
concentrazione del calcio intracellulare, [Ca2+]i nei mioblasti competenti per la fusione 
ma anche lo stesso processo di fusione (Bijlenga et al., 2000). Durante la fusione il 
potenziale di riposo si trova in un range di voltaggio che permette l'ingresso di calcio 
attraverso i canali calcio di tipo T a l H (Bijlenga et al., 2000), canali espressi poco 
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prima della fusione che producono un aumento permanente di correnti calcio in un 
dominio di potenziali iperpolarizzati, da qui il termine "window current" . Tale corrente 
dipende dalla sovrapposizione del range di voltaggio per l'attivazione con quello di 
inattivazione del canale (figura 6). 
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Fig. 5. Modello di eventi che portano al aumento di concentrazione di calcio intracellulare [Ca2+]; in 
mioblasti competenti alla fusione (modificata da Bijlenga et al., 2000). 
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Fig. 6. Un esempio di corrente finestra ( Bernheim & Bader, 2002). 
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Nel muscolo scheletrico la pompa Na+1K+-ATPasica gioca un ruolo importante nel 
mantenimento del potenziale di membrana (Akaike, 1975; Clausen, 1986; Gadsby et 
al., 1977). L'entità del contributo fornito della pompa al potenziale di riposo è stato 
valutato inibendo la pompa con un glicoside cardiaco, ouabaina o strofantidina. Dopo 
il trattamento di miotubi scheletrici di ratto in coltura con ouabaina è stata osservata 
una depolarizzazione del potenziale di membrana di circa 20 m V (Brodi e & Sampson, 
1985). 
1.2. La pompa Na+/K+ 
La N a+ IK+ -ATPasi appartiene alla superfamiglia delle ATPasi- tipo P che differisce sia 
strutturalmente che funzionalmente dalle superfamiglie A TPasi -tipo F (presente nei 
procarioti, cloroplasti, mitocondrii) e ATPasi-tipo V (nelle membrane vacuolari di 
eucarioti, Sachs & Munson, 1991). 
La Na+1K+-ATPasi è un complesso proteico integrale di membrana, presente in tutte le 
cellule animali, identificata per la prima volta da Skou (1957) come regolatore del 
trasporto e della distribuzione degli ioni Na+ e K+ attraverso la membrana cellulare. 
Localizzata nella membrana plasmatica, questa pompa di membrana utilizza l'energia 
dall'idrolisi dell'ATP per espellere attivamente il Na+ dalla cellula e trasferire il K+ 
all'interno. Poiché determina un flusso netto di cariche elettriche attraverso la 
membrana plasmatica pari a 3Na+ contro 2K+, la pompa viene definita elettrogenica. 
La pompa Na+1K+-ATPasica è un eterodimero con 10 segementi transmembrana, 
composta da due subunità proteiche; la subunità catalitica a (112 kDa) contenete il sito 
di legame per ioni Na+, K+, per l'ATP e l'ouabaina e la subunità di glicosilazione ~ 
(35 kDa). La subunità ~è una glicoproteina necessaria per il trasferimento dell'enzima 
dal sito di sintesi (RE) nel sito di inserzione sulla membrana plasmatica (figura 7 
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A. B. 
Fig.7. La pompa Na+/K+ A. Caratteristiche generali della pompa B. La molecola attraversa la membrana 
l O volte. Sono evidenziati i residui aminoacidici ritenuti importanti per il legame de li ' A TP, degli ioni K+ 
e d eli ' ouabaina (Lingrel et al. , 1994 ). 
Ognuna delle due subunità della pompa, è espressa nelle varie isoforme identificabili 
con l'utilizzo di anticorpi specifici (Sweadner, 1989). Sono state identificate quattro 
isoforme della subunità a (1-4) che differiscono tra loro per la diversa affinità per lo 
ione N a+ e K+, e la diversa sensibilità a stimoli fisiologici e ormonali ( Azuma et al., 
1991; Ewart & Clip, 1995). Nei roditori le tre isoforme hanno diversa 
sensibilitàall'ouabaina, la subunitàa1 è poco sensibile rispetto all'a2 e a3 (Sweadner et 
al., 1992). La subunità p esprime tre isoforme (1-3), la sua funzione è quella di 
stabilizzare la subunità a e trasportare il complesso enzimatico maturo verso la 
membrana plasmatica (McDonough et al., 1990; Schmalzing & Gloor, 1994). 
L' espressione delle diverse isoforme delle due subunità dipende dal tipo di cellula, 
dallo stato di differenziamento e dall'influenza ormonale (Ewart & Klip, 1995). 
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1.2.1. La pompa N a +/K+ -ATPasica nel muscolo scheletrico 
Nel muscolo scheletrico la Na+1K+-ATPasi è localizzata nel sarcolemma e nei tubuli T 
e lo scambio ionico avviene tra le due membrane con sistemi di trasporto specifici. 
Nel muscolo scheletrico sono espresse le subunità al, a2, PI e p2, piccole quantitàdi 
a3, mentre. Il muscolo scheletrico del ratto in vivo esprime le subunità al, a2, Pl e P2 
(Hundal et al., 1992; Lavoie et al., 1997; Sweadner et al., 1989) mentre le culture 
primarie del muscolo scheletrico del ratto non esprimono l'isoforma a2 anche se è 
stato trovato l'mRNA della stessa subunità a bassi livelli rispetto alle altre isoforme 
(Sharabani et al., 1999). Le cellule miogeniche del ratto (L8), esprimono solamente le 
isoforme proteiche al e P2 con i corrispondenti mRNA (Sharabani et al. 2001). Il 
muscolo scheletrico degli uccelli esprime solamente l'isoforma al (Taormina & 
Fambrough, 1990). Nelle C2Cl2, linee cellulari ottenute dal muscolo scheletrico del 
topo, il livello della subunità al è costante durante lo sviluppo, è stato però osservato 
un aumento dell'isoforma a2 nel differenziamento (Higham et al., 1993). Da studi 
imunocitochimici e molecolari della pompa nei tessuti umani è stato recentemente 
evidenziato che il muscolo scheletrico esprime le isoforme al e a2 (Crambert et al., 
2000, Wang et al., 2001); la subunità al è stata localizzata nel sarcolemma, mentre 
l'a2 sia nel sarcolemma che lungo tutta la fibra muscolare, con una probabile 
localizzazione nei tubuli T (H un dal et al., 1994 ). 
1.3 Agrina 
L'agrina è una proteina isolata per la prima volta dall'organo elettrico del Torpedo 
Californiano (Burden et al., 1979). Il nome "agrina" deriva dal termine greco "agrein" 
che significa assemblaggio, infatti è stata dimostrata la sua capacità di indurre 
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l'aggregazione di recettori acetilcolinici sulla membrana di miotubi di pollo in coltura 
(Godfrey et al. , 1984). 
L'agrina è un proteoglicano eparansolfato di grande dimensioni (400-600 kDa) 
presente nella matrice extracellulare, essenziale per la formazione e l'organizzazione 
dell'apparato postsinaptico (Mc Mahan, 1990). 
AJy B/z 
Fig 8. La rappresentazione schematica della struttura dell ' agrina (review Agrin: architect ofthe synapse 
2002). 
Studi di clonaggio dell'agrina hanno rilevato l'esistenza di due isoforme distinte che 
differiscono per la sequenza all'N-terminale. (Bezakova, 2002). È stato evidenziato che 
esiste un dominio N-terminale (NtA) che lega l'agrina alla lamina basale e che esistono 
due diverse isoforme di agrina che coesistono nel ratto, nel pollo e nel topo, dovute allo 
splicing alternativo tessuto-specifico (Burges et al., 2000; Neumann et al. 2001). 
L'isoforma di agrina che perde il dominio NtA è una proteina transmembranaria il cui 
N-terminale è orientato all ' interno della cellula ed è la forma predominante nelle 
cellule nervose che non contengono la lamina basale. L'isoforma di agrina 
predominante a livello della giunzione neuro-muscolare è quella che contiene il 
dominio NtA ed è presente nella lamina basale sinaptica (Burges et al., 2000; 
Neumann et al. 2001). 
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Nella isoforma di agrina presente nella GNM (giunzione neuro-muscolare) si può 
osservare che a partire dalla porzione N-terminale, è presente la sequenza segnale (SS) 
che dirige la secrezione di agrina, segue il dominio che permette il legame alla 
laminina (dominio NtA), i domini folistatina-simili (FS), laminina ed epitelial growth 
factor-simili (LE), domini ricchi di serina e treonina (S/T), che possono essere 
modificati post-traduzionalmente con glicosilazioni.(Denzer et al., 1997,). La porzione 
C terminale invece è coinvolta nell'induzione dell'aggregazione dei AChR in cellule 
muscolari in vivo e in vitro; (figura 8). 
Interessante notare che al terminale 5' fenomeni di splicing danno origine all'isoforma 
secreta o alla transmembrana (Burges et al., 2000) ma esistono altri due siti di splicing 
alternativo (sito A e B nel pollo, y e z nei roditori, Ruegg et al., 1992, Rupp et al., 
1992, Hoch et al., 1993). Esiste un'isoforma neuronale che contiene inserti 
aminoacidici in zona A/y e B/z con la capacità di indurre l'aggregazione di AChR in 
vitro (Gesemann et al., 1995). L'agrina sintetizzata invece da cellule muscolari e da 
alcune cellule non neuronali è priva dell'inserto aminoacidico presente nella zona A/y 
e B/z e quindi incapace di indurre l'aggregazione di AChR (Ruegg et al., 1992; Hoch 
et al., 1993; Ma et al., 1994; Smith & O'Dowd, 1994). Quest'agrina viene denominata 
"agrina muscolare", anche se espressa in altri tessuti come polmone, rene, parete dei 
vasi sanguini. 
1.3.1 L' agrina neuronale 
L'agrina di origine neuronale viene sintetizzata dai motoneuroni, trasportata lungo gli 
assoni, liberata dalle terminazioni nervose nello spazio sinaptico della giunzione neuro-
muscolare, dove si lega alla lamina basale e induce il differenziamento postsinaptico e 
l'aggregazione dei recettori acetilcolinici (Magill-Solc & McMahan, 1988, 1990; 
12 
Cohen & Godfrey, 1992; Reist et al., 1992). Non è tuttora noto il recettore a cui si lega 
l'agrina. Nelle membrane dei miotubi sono presenti diverse molecole che interagiscono 
con l'agrina, come alcune integrine che mantengono le interazioni con numerose 
componenti della matrice extracellulare. Nella GNM, l'agrina, che si lega alla 
laminina, induce fosforilazione di una tirosin chinasi specifica del muscolo detta 
MuSK, scoperta a metà degli anni 90 dal gruppo di Gorge Jancopoulos. Tuttavia, 
l'agrina non si lega direttamente al MuSK ma ad un altro recettore, tuttora ignoto che 
fa da ponte tra l'agrina e MuSK. Un candidato è rappresentato dal una proteina 
transmembranaria, il MASC (Muscle Accessory Specificity Component, Glasse et al., 
1996). Il MuSK è responsabile dell'aggregazione dei AChR, prova ne è il fatto che, 
anche se trattate con agrina neuronale le cellule muscolari in coltura di topi knock out 
per il MuSK non sono capaci di aggregare i recettori per l'ACh (Glasse et al., 1996). 
Una componente fondamentale della cascata di reazioni che partono dall'attivazione di 
MuSK è una proteina citoplasmatica detta rapsina che in vivo è colocalizzata con i 
recettori ACh aggregati Nei topi KO per rapsina i muscoli si formano normalmente 
ma i recettori per l'ACh non si aggregano. La rapsina è una proteina intracellulare che 
probabilmente non interagisce direttamente con il MuSK transmembranario attraverso 
una proteina mediatrice che attraversa la membrana, definita RA TL (rapsyn-associated 









Fig 9. Aggregazione di AChR (da review Agrin: architect of the synapse, 2002). L'agrina neuronale si 
lega alla matrice extracellulare proteica per indurre la fosforilazione del MuSK. L'agrina muscolare ha 
la funzione di stabilizzare i AChRs legandosi alla laminina e a-DG. Attraversando l'a-DG si lega alla 
distrofina e ali 'utropina interagendo cosi con l 'F actina del citosceletro. 
Il recettore acetilcolinico rappresenta un ottimo marcatore del differenziamento 
sinaptico della giunzione neuromuscolare. L'aggiunta di agrina neuronale al terreno di 
crescita di miotubi in coltura induce non solo la fosforilazione del MuSK (Glasse et al., 
1996, 1997) ma anche la fosforilazione della subunità p del AChR che sembra essere 
un prerequisito per l'aggregazione del AChR che avviene in 15 minuti dove 
l'aggregazione del AChR richiede almeno due ore ( Mittaud et al., 2001; Wallace et 
al., 1994; Ferns et al., 1996). 
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1.4 Attività spontanea 
La maggior parte delle cellule eccitabili presenta un'attività elettrica spontanea, ovvero 
cambiamenti del potenziale di membrana non indotti elettricamente. Questi 
cambiamenti possono interessare una cellula isolata o un piccolo circuito, possono 
derivare da un meccanismo intrinseco o dipendere da un rilascio spontaneo di 
neurotrasmettitore. L' attività elettrica spontanea può consistere nella ripetizione di un 
fenomeno a intervalli regolari o irregolari. Il pattern di scarica può infatti essere 
random, regolare o essere caratterizzato da gruppi di potenziali d'azione, i cosiddetti 
burst. Un'attività che si ripete a intervalli regolari viene spesso definita tipo pacemaker 
ed è tipica di una cellula che ha un repertorio di conduttanze di membrana che le 
permettono di sostenere una scarica di potenziali d'azione (firing) periodica. 
L'attività spontanea ha un profondo significato biologico. In primo luogo un'attività 
tonica può essere modulata flessibilmente a seconda delle esigenze, sia in direzione 
crescente che decrescente, ciò rende possibile una regolazione positiva o negativa della 
scarica con l'utilizzo di un unico neurotrasmettitore, senza cioè doverne impiegare uno 
eccitatorio ed uno inibitorio. Spesso lo sviluppo morfologico è accompagnato dallo 
sviluppo dell'eccitabilita elettrica e delle sinapsi chimiche, portando ad una forte 
espressione dell'attività spontanea. L'attività spontanea caratterizza fasi precoci dello 
sviluppo legate alle caratteristiche elettriche passive di membrana (Fischbach et al., 
1971; Spector & Prives, 1977; Hamann et al., 1994), sviluppo di specifiche 
conduttanze voltaggio-dipendenti (Moody et al., 1991; Bijlenga et al., 1998; 
Occhidoro et al., 1998; Liu et al., 1998; Fischer-Lougheed et al., 2001) o proprietà di 
specifiche sinapsi es. come quelle GABAergiche che inducono "Giant depolarizing 
potentials" nelle prime fasi dello sviluppo (Ben-Ari et al., 1989). 
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Un'interferenza con l'attività elettrica di membrana, indotta da bloccanti specifici di 
canali al Na+, può portare a deficit nello sviluppo neuronale, come una diminuzione nel 
numero di cellule del midollo spinale (Bergey et al., 1981 ). 
Un'attività elettrica ripetitiva è spesso legata a oscillazioni periodiche della 
concentrazione intracellulare di calcio [Ca2+]i poiché in seguito all'attività elettrica di 
membrana, una depolarizzazione può raggiunge un certo livello soglia, per 
l' attivazione di canali Ca2+ voltaggio dipendenti, con conseguente aumento di Ca2+ 
citoplasmatico che, in qualità di messaggero, scatena una cascata di eventi o una 
liberazione maggiore di Ca2+ da parte dei depositi intracellulari di Ca2+ inducendo 
importanti effetti a carico del metabolismo, dell'attività di molti enzimi o/e 
dell 'espressione genica. 
Spesso l'attività spontanea costituisce parte integrante e fondamentale della fisiologia 
cellulare ed esistono innumerevoli forme di tale attività, diverse a seconda del tipo 
cellulare che le implementa, il grado di sviluppo della cellula, condizioni fisiologiche o 
patologiche. 
Un esempio di cellule muscolari spontaneamente attive in condizioni fisiologiche sono 
le cellule cardiache del nodo seno-atriale, dotate di autoritmicità; esse manifestano 
un'attività elettrica pacemaker altamente regolare, dovuta alla presenza di conduttanze 
intrinseche che facilitano il.firing. 
Nel muscolo scheletrico esistono fenomeni patologici caratterizzati da attività 
spontanea di cui una manifestazione tipica è rappresentata dalla fibrillazione del 
muscolo denervato. La fibrillazione ha interessato molti ricercatori fin dal lontano 
1851, quando fu osservata per la prima volta nei muscoli della lingua di cani a cui 
veniva reciso il nervo ipoglosso (Schiff, 1851 ), e in tempi più recenti da Tower, 
(1939). Per fibrillazione si intende la scarica spontanea di potenziali d'azione in 
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singole fibre muscolari, non indotta dai motoneuroni bensì conseguente a denervazione 
(Purves & Sakmann, 1974a; Arancio et al., 1988; Dumitru et al., 1998). 
Nelle fibre muscolari scheletriche denervate scariche regolari o irregolari sono state 
attribuite rispettivamente alla fibrillazione "maligna" o "benigna" (Stohr, 1977; 
Heckmann & Ludin, 1982). I potenziali fibrillatori rivestono un interesse diagnostico, 
possono essere rilevati mediante elettromiografia nella pratica clinica (Stohr, 1977; 
Heckmann & Ludin, 1982). 
Si considerano regolari i pattern di scarica caratterizzati da spikes (potenziali d'azione) 
singoli a frequenza costante, le coppie di spikes, le triplette o i bursts intervallati da 
silenzi elettrici di durata pressocchè uguale, mentre si considera irregolare unfiring in 
cui gli intervalli tra un potenziale d'azione e l'altro hanno una durata apparentemente 
casuale e non si riscontra un ritmo di scarica definito (Purves & Sakmann, 1974b). Una 
certa attività fibrillatoria benigna, a frequenza perlopiù irregolare, è presente anche nel 
muscolo sano, dove invece un'attività regolare nel 90% delle fibre che presentano 
firing spontaneo è patognomica della denervazione. 
1.4.1 Attività spontanea in cellule muscolari scheletriche murine 
Esistono diverse evidenze di oscillazioni spontanee di potenziale che caratterizzano le 
proprietà di membrana di miotubi murini in coltura, ottenuti per fusione di mioblasti. 
Tali attività elettriche, spontanee o indotte, sono spesso accompagnate da contrazioni 
meccaniche dei miotubi (Land et al., 1973; Nelson, 1975; Sherman et al., 1983; Gonoi 
et al., 1985; Grouselle et a/.1991; Catterall, 1992; Everts, 2001; Torgan & Daniels, 
2001). 
Miotubi e myoballs (miotubi provenienti da cellule isolate da muscolo scheletrico di 
ratti neonati trattati con colchicina in modo da fare loro assumere una forma sferica) 
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che manifestano attività spontanea hanno una soglia per il potenziale d'azione 
prossima al potenziale di riposo e spikes che superano il valore di O m V (overshooting, 
Barrett et al., 1981 ). È noto che i miotubi scheletrici dei mammiferi in coltura, già al 
terzo-quinto giorno di differenziamento, manifestano delle oscillazioni spontanee del 
potenziale di membrana e della [Ca2+]i. che in questa prima fase non sono accoppiate a 
contrazioni meccaniche. 
Il numero di cellule che presentano attività spontanea e contemporaneo aumento di 
[Ca2+]i aumenta con i giorni di differenziamento (Sherman & Chateral 1984, Irintchev 
et al., 1997). Solo a partire dal sesto giorno di differenziamento in vitro, con la 
maturazione del meccanismo di accoppiamento eccitazione-contrazione (E-C), si 
assiste alla comparsa di contrazioni meccaniche (Grouselle et al., 1991). 
Sono stati utilizzati vari approcci sperimentali al fine di individuare le origini 
dell'attività spontanea nelle cellule muscolari. È opinione generale che i canali Na+ 
voltaggio-dipendenti siano importanti per l'origine dell'attività spontanea nei miotubi 
(Sherman et al., 1983; Frelin et al., 1984; Brodie et al., 1989; Grouselle et al., 1991), 
tuttavia è ancora oscura la natura delle conduttanze ioniche responsabili di tale attività 
che potrebbe rappresentare un meccanismo trofico adottato dalla cellula muscolare 
nelle fasi che precedono la sinaptogenesi, quando, non ancora completamente 
differenziata, la cellula muscolare non ha alcun contatto con il terminale nervoso. 
I risultati contraddittori sul ruolo delle conduttanze voltaggio-dipendenti nell' inizio 
dell'attività spontanea potrebbero essere attribuibili all'utilizzo dei diversi metodi 
sperimentali. 
In membrane eccitabili come quella dell'assone di calamaro (Gilly & Armstrong, 
1984) o dei neuroni ippocampali dei mammiferi (French & Gage, 1985), è stata 
osservata anche la presenza di un tipo di canale N a+ diverso dai più noti canali al N a+ 
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transienti e la cui inattivazione è lenta se non addirittura assente. Alcuni studiosi 
sostengono che esista un canale al Na+ persistente anche nel muscolo scheletrico (Gage 
& Bakefield, 1989). 
Nel muscolo scheletrico denervato, i canali Na+ persistenti sono stati suggeriti essere 
responsabili del fenomeno di fibrillazione. La denervazione induce una riduzione del 
50% della densità della corrente N a+ transiente, ma nessun cambiamento sostanziale 
nella densità della corrente persistente che però, una volta associato ad un aumento 
della resistenza di membrana, dovuto alla diminuzione del diametro delle fibre, può 
partecipare alla maggiore depolarizzazione di membrana e dare quindi origine a 
potenziali d'azione spontanei responsabili del fenomeno di fibrillazione, tipico delle 
fibre denervate (Gage & Bakefield, 1989). 
In miotubi scheletrici di ratto neonato in coltura è stata osservata inoltre una stretta 
relazione fra il numero di canali Na+, la frequenza dell'attività elettrica spontanea e la 
velocità massima d'insorgenza del potenziale d'azione. È stato studiato anche il ruolo 
dei canali al Ca2+ voltaggio dipendenti. Correnti Ca2+ di tipo T, espresse 
transitoriamente nelle cellule muscolari dopo l'inizio della fusione (Romey et al., 
1989; Cognard et al., 1993), attivandosi ad un voltaggio basso, sono state suggerite 
essere candidate per la scarica spontanea tipo pacemaker dei miotubi embrionali non 
innervati in coltura, in quanto permette un'iniziale depolarizzazione che consente alle 
altre conduttanze di raggiungere la soglia (Cognard et al., 1993). I canali Ca2+ di tipo L 
sono responsabili del riempimento dei compartimenti del calcio intracellulari (Rìos & 
Pizarro, 1991 ). 
Si è anche osservato che antagonisti di canali Ca2+ di tipo L bloccano l'attività elettrica 
spontanea di miotubi in coltura (Romey et al., 1989; Lorenzon et al., 2002) e, 
recentemente, anche l'assenza di espressione di subunità a 1s è stata osservata essere 
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correlata con assenza di oscillazioni di Ca2+ (Shtifman et al., 2004) suggerendo che, in 
combinazione con l'accoppiamento meccanico E-C tra DHPR (canali calcio voltaggio-
dipendenti diidropiridina-sensibili) e RyR1 (recettori per il calcio rianodinici caffeina-
sensibili presenti sulle cisterne del reticolo sarcoplasmatico nella loro isoforma 
muscolo-specifica) l 'iniziazione dell'attività spontanea può essere facilitata 
dall'influsso di Ca2+ attraverso i recettori DHPRs. 
In miotubi di muscolo scheletrico in coltura, è stato studiato anche il ruolo dei canali 
K+Ca2+ attivati, responsabili dell'iperpolarizazzione postuma (afterhyperpolarizing 
potential AHP) del potenziale di membrana (Barett et al., 1981). 
In miotubi di topo, differenziati in vitro a partire da cellule satelliti 
i28, attraverso tecniche di videomicroscopia a fluorescenza, è stata 
evidenziata un' attività contrattile "lenta" (0.16 Hz, Bandi et al., 2005) 
associata nel 70 % dei casi ad attivazione autocrina del recettore 
acetilcolinico nicotinico embrionale. 
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1.5 Espressione di canali ionici durante la miogenesi in vitro 
1.5.1 I canali K+Ca2+-dipendenti 
I canali K+ Ca2+ -dipendenti, Kca, rappresentano un gruppo strutturalmente diverso di 
canali K+ con una proprietà comune, il fatto che sono attivati da un aumento della 
concentrazione del Ca2+ intracellulare [Ca2+]i. Canali Kca sono stati evidenziati per la 
prima volta nelle piastrine del sangue (Gardos 1958), mentre le prime evidenze di 
questi canali nel sistema nervoso risalgono al 1972, (Meech), identificandoli nei 
neuroni del mollusco e nei motoneuroni spinali del gatto (Kmjevic & Lisiewicz, 1972), 
In seguito è stato individuato il ruolo dei canali Kca nella generazione dell' AHP che 
segue l'attività tonica o il singolo potenziale d'azione nell'ipocampo dei mammiferi 
(Alger & Nicoll 1980, Schwartzkroin & Stafstrom 1980). È stato dimostrato inoltre 
(Blatz & Megleby 1986) che anche in cellule muscolari non innervate canali Kca 
mediano l'iperpolarizzazione del potenziale di membrana, l' AHP (Blatz & Megleby 
1986). 
Alla categoria dei canali Kca appartengono i canali K+ a piccola conduttanza di singolo 
canale (l 0-14 pS, small-conductance c cl+ -activated [("" channels, SK, Blatz & 
Magleby, 1986) e quelli a grande conduttanza di singolo canale, BK (big conductance, 
250 pS, Vergara et al., 1998). Entrambi contribuiscono alla formazione dell' AHP 
regolando in questo modo l'eccitabilità di membrana, quindi modulando la frequenza 
dei potenziali d'azione. Mentre i canali BK sono responsabili della fase veloce 
dell'AHP (che si sviluppa in 1-2 ms e decade in decine di ms), gli SK contribuiscono a 
quella lenta (che si attiva in l 0-1000 ms e può decadere anche in diversi second; 
Vergara et al., 1998). I canali SK differiscono dai BK per la maggior sensibilità al Ca2+ 
(50- 900 nM, Vergara et al. 1989), la mancata sensibilità al voltaggio e la diversa 
farmacologia. I canali BK sono bloccati da una bassa concentrazione di 
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tetraetilammonio (TEA, 0.5-1 mM), charybdotossina e iberiotossina. La maggior parte 
dei canali SK sono sensibili all'apamina, un veleno estratto dalle api (Blatz & Maglebi, 
1986). 
Come tutti i canali K+, anche i canali SK hanno sei segmenti trasmembrana S 1-S6 che 





Fig.l O. Struttura del canale SK (modificata da H i ile, 2001) 
Il tratto S4, che solitamente nei canali voltaggio dipendenti rappresenta il sensore del 
voltaggio, è particolarmente povero di cariche positive, (contiene solamente tre cariche 
positive rispetto alle 7 dei canali Kv) disposte in modo irregolare: questo concorda con 
l'insensibilità al voltaggio degli SK. I terminali N e C sono intracellulari. 
Il Ca2+ richiesto per l'attivazione dei canali SK non si lega direttamente al canale ma 
alla proteina di regolazione, la calmodulina (CaM). La CaM, a sua volta, si lega al 
canale SK, in particolare al dominio di legame (CaMBD) localizzato nella porzione C 
terminale (Xia et al., 1998, Keen et al., 2000). Sulla base di esperimenti di biochimica 
è stato inoltre proposto anche un modello chemo-meccanico dell'apertura del canale 
SK (Schumacher et al., 2001) che ha dimostrato che il complesso CaMBD/CaM è 
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monomerico in assenza del Ca2+ e diventa dimerico dopo il legame con il Ca2+ (figura 
11). La CaM ha anche un ruolo fondamentale nell'assemblaggio delle subunità e nel 
targetting del canale (Stoker, 2004). 
A B 
Fig. Il. A. Struttura del complesso dimerico CaMBD/Ca2+/CaM. Le subunità CaMBD sono presentate 
in blu e in giallo, le molecole CaM in verde e gli ioni Ca2+ in rosso. B.Il modello chemomeccanico del 
complesso monomerico e dimerico. Il canale si apre dopo il legame del Ca2+ con la CaM la quale a sua 
volta forma il legame con il sito di legame della calmodulina (CaMBD) formando con esso un dimero. 
La formazione del complesso dimerico e la conseguente apertura del canale è indotta dal movimento 
rotatorio tra le due subunità S6 (Schumacher et al. 2001). 
1.5.2 Canali K+ SK e la miogenesi 
I primi dati che riportano la presenza di canali SK apamina-sensibili in cellule 
muscolari scheletriche non ancora innervate, risalgono a studi effettuati in colture di 
ratto durante il differenziamento (Blatz & Magleby, 1986). Da studi di binding è 
emerso che il numero di recettori-apamino sensibili tende ad aumentare durante il 
differenziamento in vitro quando i mioblasti si fondono in miotubi. Infatti, nei miotubi 
maturi ( 4-7 giorni in coltura), il numero dei canali apamina-sensibili è 7 volte superiore 
a quello dei mioblasti (Vigdor-Alboim et al., 1996). Assenti nel muscolo adulto sano, i 
canali SK sono presenti nel muscolo fetale (Schmid-Antomarchi et al., 1985), in fibre 
muscolari denervate (Schmid-Antomarchi et al., 1985; Pribnow et al., 1999), in cellule 
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muscolari in coltura (Pribnow et al., 1999). I canali SK non sono rilevati in cellule 
muscolari in co-coltura con cellule nervose del midollo spinale dove avviene 
l' innervazione in vitro (Schmid-Antomarchi et al., 1985) ma sono presenti in fenomeni 
patologici come la distrofia miotonica dove si pensa che determinano l' ipereccitabilità 
(Renaud et al., 1986). 
Nel cervello di uomo e di ratto sono stati clonati e individuati tre sottotipi di canali SK: 
SKl, SK2, SK3 con diversa sensibilità all'apamina (Kohler et al., 1996). La sensibilità 
all'apamina cambia nelle varie isoforme dell'SK: SKl è poco sensibile ad apamina 
(IC50 > 100 nM); SK2 è sensibile all'apamina in concentrazioni pM (ICso 27-140 pM) 
e SK3 presenta una sensibiltà intermedia all' apamina (IC50 0,6-4 nM, Stocker, 2004). 
Oltre che nel muscolo, SK3 è abbondantemente espresso nel cervello, specie 
nell'ippocampo ed in regioni subcorticali: alcuni nuclei talamici, substantia nigra, 
nucleo del rafe dorsale e locus coeruleus, cioè nei principali sistemi monoaminergici 
(Stocker, 2004). I canali SK rispondono inoltre agli antidepressivi triciclici, alle 
fenotiazine ed alla fluoxetina, e sono inibiti da d-tubocurarina (Stocker, 2004); si 
sostiene che abbiano un ruolo in alcuni tipi di disturbi bipolari (Chandy et al., 1998) e 
nella demenza (Wickenden, 2002), e che dopo il blocco con apamina migliorino la 
memoria e varie prestazioni cognitive (Stocker, 2004). 
L'isoforma 3 (SK3) del canale SK è quella espressa nel muscolo scheletrico (Pribnow 
et al., 1999), preferenzialmente localizzata nei tubuli T (Neelands et al., 200 l). Si 
sostiene che il Ca2+ che attiva gli SK3 nel muscolo denervato in coltura possa essere 
rappresentato dal Ca2+ rilasciato dal recettore rianodinico RyR e da quello che entra 
nella cellula attraverso i canali Ca2+ voltaggio dipendenti (Neelands et al., 2001). 
Con l'impiego di tecniche elettrofisiologiche è stato anche riportato che il blocco delle 
correnti generate dai canali SK3, mediante applicazione di apamina, aumenta la soglia 
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per la generazione di potenziali d'azione nelle fibre muscolari scheletriche di topo 
prive di innervazione (Neelands et al., 2001). Questo dato ha suggerito che la presenza 
di canali SK3 possa essere responsabile di una maggior ipereccitabilità della membrana 
necessaria alla fibra muscolare, priva di innervazione, per la generazione dell'attività 
elettrica spontanea responsabile della contrazione muscolare, prima dell'arrivo del 
nervo o dopo la denervazione. La localizzazione di canai SK3 nel sistema ristretto dei 
tuboli T probabilmente media un aumento locale del K+, causando in questo modo una 
locale depolarizzazione della membrana e quindi un'ipereccitabilità paradossale 
(Pribnow et al. , 1999; Neelands et al., 200 l). 
È noto che il processo di innervazione della fibra muscolare scheletrica è responsabile 
di un cambiamento di espressione di diverse proteine di membrana, come quelle per i 
canali Na+ voltaggio-dipendenti e per i recettori acetilcolinici (Redfem et al.,1971; 
Steinbach, 1981). 
Lo stesso processo altera drasticamente l'espressione dei recettori SK apamina-sensibili 
che scompaiono completamente nell'uomo dopo la prima settimana di sviluppo post-
natale in parallelo con la scomparsa dei recettori acetilcolinici extragiunzionali 
(Schmid-Antomarchi et al., 1985). 
Nel muscolo scheletrico è stato suggerito che esistono dei fattori trofici liberati dal 
nervo che modulano l' espressione dei canali K+ Ca2+ sensibili. In particolare, da studi 
di binding di SK3 su cellule muscolari scheletriche di ratto si è visto che il fattore 
neurotrofico ciliare (CNTF) favoriva l'espressione dei canali SK (Vergara et al., 2000) 
mentre in cellule muscolari scheletriche di ratto in coltura il fattore di crescita delle 
cellule nervose (NGF) riduceva significativamente il binding di recettori apamino-
sensibili (Vigdor-Alboim et al. , 1999). 
25 
1.5.3 I canali Ca2+- voltaggio dipendenti 
Gli ioni calcio hanno un ruolo importante in una varietà di funzioni biologiche: nel 
meccanismo della contrazione muscolare, nel rilascio dei neurotrasmettitori dalle 
terminazioni nervose e di ormoni dalle cellule secretorie, inoltre regolano l'espressione 
genica, il ciclo cellulare ed il processo di morte cellulare. 
Nell' ambiente intracellulare la concentrazione degli ioni Ca2+ è mantenuta piu' bassa, 
nell' ordine di 20-300 nM, rispetto all' ambiente extracellulare dove la concentrazione 
è intorno a 1-2 mM. Un aumento transiente della [Ca2+]i puo' agire come un secondo 
messaggero nella cascata di specifici eventi cellulari. Questo controllo del [Ca2+]i è 
reso possibile grazie ai diversi meccanismi quali scambiatori N a/Ca, pompe Ca2+-
A TPasiche, alla compartimentalizzazione del calcio nel reticolo endoplasmatico e nei 
mitocondri. 
Il gradiente ai lati della membrana plasmatici spinge il Ca2+ ad entrare nella cellula 
mediante i canali voltaggio o ligando dipendenti; che a loro volta, potrebbero 
controllare il rilascio del calcio dai depositi intracellulari. 
I canali calcio voltaggio dipendenti (VDCCs, Voltage Dependent Calcium Channels) 
sono stati trovati per la prima volta nel muscolo di un crostaceo (Paul Fatt & Bernard 
Katz, 1953), poi in tutti i tipi di cellule eccitabili dei vertebrati ed invertebrati. Grazie 
all' utilizzo di tecniche elettrofisiologiche (voltage clamp, patch clamp) è stato 
possibile classificarli come L, T, N, P, Q, e R in base alla loro diversa sensibilità ai 
bloccanti farmacologici, alla conduttanza di singolo canale, alle cinetiche di apertura e 
chiusura e alla voltaggio-dipendenza (Bean, 1989; Hess, 1990). Sono stati identificati 
diversi sottotipi di canali Ca2+ che spesso coesistono in una stessa cellula, e si 
distinguono in base alla loro conduttanza, soglia di attivazione, sensibilità ad agonisti e 
bloccanti, permeabilità a cationi divalenti e proprietà cinetiche. 
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L' apertura dei canali calcio voltaggio dipendenti è strettamente correlata con il 
potenziale di membrana. I canali calcio che richiedono una depolarizzazione maggiore 
perché possano aprirsi sono detti "high voltage-activated" (HV A). A questo gruppo di 
canali appartengono i sottotipi L (large, long lasting), N, P, Q ed R, caratterizzati per 
un alta conduttanza di singolo canale e innativazione lenta. Questi canali presentano 
una regolazione marcata da un meccanismo di fosforilazione proteica cAMP-
dipendente ed inibitori specifici come le diidropiridine, fenilalchilamine e 
benzodiazpine (Reuter, 1983). 
I canali che si aprono con piccoli gradi di depolarizzazioni a partire dal potenziale di 
riposo sono detti "low voltage-activated" (L V A) e comprendono i canali di tipo T 
(tiny, transient). Questi canali inattivano rapidamente, hanno una deattivazione lenta ed 
hanno una bassa conduttanza di singolo canale. 
I canali calcio voltaggio dipendenti sono stati recentemente classificati in base 
all'identità di sequenza aminoacidica; esistono almeno l O geni codificanti la principale 
subunità del canale (al) e l'allineamento della sequenza aminoacidica ha suggerito che 
le sotto famiglie HV A e L V A derivino da un gene ancestrale comune per successive 
duplicazioni geniche e divergenze evolutive (Perez-Reyes, 2003). 
I canali di tipo P, N, Q sono espressi nel sistema nervoso e in alcuni tipi di cellule 
endocrine, i canali di tipo L hanno una distribuzione molto ampia, sono stati 
evidenziati nel muscolo scheletrico, cardiaco e respiratorio e in altri tessuti, i canali T 
si riscontrano invece sia a livello muscolare che nervoso. 
Nella cellula muscolare scheletrica sono stati studiati canali calcio di tipo L e T. 
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1.5.4 I canali calcio di tipo L 
I canali L hanno una conduttanza di singolo canale pari a 25 pS, per questo denominati 
L o large, si attivano lentamente intorno ai -20 m V e raggiungono una corrente di 
picco intorno a +20 l +30 mV (Beam & Knudson, 1988a). Si inattivano poco o nulla 
quando la cellula è depolarizzata per 200 msec (Dirksen & Beam, 1995). 
I canali calcio voltaggio dipendenti sono composti da 5 subunità: al, a2, ~' y e 8 ; ne 
esistono diverse isoforme, diversamente espresse a seconda del tessuto. 
Fig.l2. Struttura generale dei canali al Ca2+ voltaggio-dipendenti 
(dal sito http://medweb. bham. ac. uk!research/calcium!SupportFiles/subunit3. html.) 
La subunità al può essere considerata funzionalmente la più importante, in quanto è 
quella che costituisce il poro acquoso transmembrana attraverso il quale passano gli 
ioni Ca2+ seguendo il gradiente elettrochimico. Sono stati identificati almeno sette geni 
differenti che codificano per questa subunità, nonché numerose isoforme generate per 
splicing alternativo; quella presente a livello di muscolo scheletrico è la alS 
contenente un struttura transmembrana organizzata in quattro domini ripetuti (l-IV), 
ognuno con sei domini transmembrana (S l-S6). Dei sei segmenti transmembrana, il 
segmento 4, caricato positivamente, svolge la funzione di sensore del voltaggio in 
risposta alla depolarizzazione. 
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Sulla subunità a agiscono diversi agenti come le diidropiridine, che si legano al 
segmento S6 ed al tratto extracellulare che collega S5 ed S6 delle repliche III e IV 
della subunità a 1, oltre che a due aminoacidi del segmento S5 della terza replica. 
La subunità p è localizzata a livello intracellulare ed è un substrato di fosforilazione, 
inoltre presenta un dominio di interazione (BID, Beta interaction domain) con la 
subunità al che insieme al corrispettivo dominio sulla subunità al (AID, Alpha 
interaction domain) costituisce il principale mezzo di interazione tra le due subunità 
(Arikkath & Campbell, 2003). 
Nel muscolo scheletrico è espressa l'isoforma [31, che ha un ruolo modulatorio nel 
meccanismo di accoppiamento E-C, (Arikkath & Campbell, 2003). 
La subunità y è una glicoproteina con 4 segmenti transmembrana, con le porzioni N e 
C terminali poste al livello intracellulare. La subunità y espressa nel muscolo 
scheletrico è la y1, che ha un effetto inibitorio sulla corrente (Arikkath & Campbell, 
2003). La subunità ò è associata alla subunità a 2 tramite ponti disolfuro. 
Nelle cellule muscolari scheletriche i canali Ca2+ di tipo L sono localizzati 
principalmente nei tubuli T (invaginazioni del sarcolemma che si portano a stretto 
contatto con le cisterne terminali del reticolo sarcoplasmatico). 
Le proprietà biofisiche dei canali di tipo L sono significativamente influenzate dal 
colesterolo, di cui la membrana dei tubuli T è particolarmente ricca: interessante il 
fatto che il trattamento di fibre fetali con MbetaCD, un farmaco sequestrante il 
colesterolo, provoca una riduzione della conduttanza del canale di tipo L e un 
malfunzionamento del meccanismo di accoppiamento eccitazione-contrazione, mentre 
non sembra avere alcun effetto sulle correnti di tipo T (Pouvreau et al., 2004). 
Le proprietà macroscopiche delle correnti L nel muscolo scheletrico sono diverse 
rispetto agli altri tessuti. Iniettando in miotubi disgenici, (in cui manca una subunità 
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a 1s funzionante del canale al calcio di tipo L), diverse subunità a (a,A,B,c,s) dei canali 
Ca2+ (Grabner et al., 1998) si è rilevato che soltanto le subunità a 1s, propria del canale 
L scheletrico, ed a 1c, l'isoforma cardiaca, sono in grado di ripristinare contrazioni 
indotte elettricamente, mentre i canali N e P/Q, pur producendo correnti Ca2+ di 
ampiezza paragonabile, non portano ad alcun accoppiamento E-C, per una 
predisposizione peculiare dei canali L ad interagire con il reticolo sarcoplasmatico. 
Attraverso tecniche di transfezione e marcando le diverse subunità, si è osservata, 
infatti, una diversa distribuzione spaziale dei canali L rispetto ai non-L. Gli L, sia 
scheletrici che cardiaci, tendono a disporsi lungo l'intera estensione del plasmalemma 
in foci puntiformi, ed è quindi probabile che possiedano un particolare segnale di 
targetting rispetto agli altri tipi di canale (Grabner et al., 1998). 
I canali L vengono bloccati selettivamente dalle diidropiridine, per questo denominati 
anche DHP receptors, inoltre sono bloccati anche dalle benzotiazepine (es. diltiazem), 
dalle fenilalchilamine (es. verapamil) e da alcuni metalli di transizione, quali Ni2+ e 
Cd2+, Co2+ e La3+ (Beam & Knudson, 1988a); sono più sensibili dei T al Cd2+. Il Cd2+ è 
uno dei bloccanti aspecifici dei canali Ca2+ più usati, ed il suo effetto è reversibile se 
l'esposizione è inferiore ai 10 minuti con concentrazioni più basse di 250 J...LM (Chow, 
1991 ). Il Cd2+ è in grado di permeare debolmente il canale, legandosi ad un sito interno 
al lume del poro, si pensa vicino al suo polo extracellulare, in modo da ostruire il 
passaggio di altri ioni quali Ca2+ e Ba2+ (Hagiwara et al., 1974). 
1.5.5 Canale calcio di tipo T 
I canali Ca
2
+ di tipo T sono espressi in quasi tutti i tessuti dei vertebrati (cellule 
cardiache, muscolari, endocrine, spermatozoi ed alcuni neuroni); sono implicati in una 
grande varietà di processi fisiologici, come ad esempio nella modulazione della 
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conduzione di impulsi elettrici a livello del cuore e del sistema nervoso, nella 
secrezione ormonale in molti organi endocrini, nella contrazione della muscolatura 
liscia e nella fusione di mioblasti mononucleati in miotubi maturi (Perez-Reyes, 2003). 
In colture primarie di miotubi derivanti da muscolo scheletrico di ratto neonato, i 
canali Ca2+ di tipo T hanno conduttanza di singolo canale intorno ai 9 pS e si attivano a 
potenziali compresi tra -70 e -50 m V (Conley & Brammar, 1999); si attivano ed 
inattivano velocemente e la loro corrente al picco I peak, che si raggiunge in l 0-20 
msec, tocca il suo apice intorno ai -20 m V (Beam & Knudson, 1988a). 
La subunità che costituisce il canale è formata da quattro moduli di sei segmenti 
transmembrana, con caratteristiche equivalenti a quelle descritte precedentemente per 
la subunità al del canale di tipo L. I loops della regione P che formano il poro 
presentano due residui di aspartato, al posto di due dei residui di glutamato 
normalmente presenti sui canali HV A, ed il segmento 6 presenta un probabile sito di 
legame per modulatori (Peres-Reyez, 2003). La maggior parte del canale Ca2+ di tipo T 
sembra essere proiettata sul lato intra-citoplasmatico, mentre i loops extracellulari sono 
molto corti, ad eccezione del loop che collega il segmento 5 alla regione P del primo 
modulo: esso contiene 6 residui di cisteine molto conservati in tutti i canali di tipo 
Ca V3 ed un numero elevato di possibili siti di glicosilazione (Perez-Reyes, 2003). 
Spesso, nella pratica del voltage-clamp, per bloccare i canali T si sfruttano le loro 
proprietà d'inattivazione, facendo precedere il voltaggio di attivazione del canale da un 
pre-pulse depolarizzante che lo inattiva (Beam & Knudson, 1988a), senza influire sulle 
correnti L. Purtroppo non esistono bloccanti specifici per i canali Ca2+ di tipo T; questi 
canali vengono bloccati da composti come amiloride (100 J.LM, Bijlenga et al., 2000), 
mibefradil (l J.LM, Sandmann & Unger, 1999), tetrametrina, etosuximide ma spesso dal 
Ni2+ in concentrazioni inferiori a quelle che hanno effetto sui canali L. 
31 
Il primo a notare che il Ni2+ bloccava selettivamente le correnti Ca2+ transienti di tipo 
T, senza effetti apprezzabili su quelle di tipo L, è stato Hagiwara (Hagiwara et al., 
1988), usando Ni2+ 40 ).!M su cellule di nodo seno-atriale di coniglio. Le correnti L 
diminuivano del 30% soltanto dopo un'esposizione a concentrazioni superiori a 80 
).!M. Sul meccanismo con cui il Ni2+ blocca i canali Ca2+ non c'è ancora un unico 
accordo. Secondo alcuni ricercatori il Ni2+ è l 'unico tra i metalli pesanti che non 
permea attraverso il canale (Shibuya & Douglas, 1992; Jones & Sharpe, 1994; 
lamponi et al., 1996; McFarlane & Gilly, 1998), secondo altri il Ni2+ si approfonda nel 
poro, ma circa 20 volte più lentamente rispetto agli altri cationi bloccanti (Winegar et 
al., 1991 ), altri ancora parlano di un sito di legame su una regione extracellulare del 
canale, non direttamente associata al poro (McFarlane & Gilly, 1998), e molti sono 
d'accordo sul fatto che esista più di un meccanismo responsabile del blocco e più di un 
sito di legame. 
1.5 .6 I canali Ca2+ durante la miogenesi 
Molti studi hanno dimostrato la presenza delle correnti Ca2+ nel muscolo scheletrico di 
mammifero adulto (Wang et al., 1999), in colture di cellule embrionali (Strube et al., 
2000) e in fibre isolate da embrioni o animali neonati (Garcia & Beam, 1994), in colture 
primarie di cellule satelliti (Cognard et al., 1993) e in una gran varietà di linee cellulari 
muscolari (Caffrey et al., 1989). 
L'espressione dei canali L e T segue un decorso particolare durante la miogenesi. 
In esperimenti condotti su miotubi dissociati da muscoli intercostali di topo in età 
fetale si è studiato il decorso temporale delle proprietà dei canali L e T durante la vita 
prenatale. Nelle prime fasi di gestazione, parallelamente allo sviluppo di un 
accoppiamento E-C che è in parte Ca2+ dipendente (di tipo cardiaco) è presente la 
subunità a1c cardiaca mentre alla fine della gestazione l'accoppiamento E-C diventa di 
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tipo scheletrico (indipendente dall'influsso di Ca2+), in accordo con la diminuzione 
dell'mRNA per il canale L cardiaco e l'aumento dei movimenti di cariche conseguenti 
alla depolarizazione (Strube et al., 1992). La maturazione dell'accopiamento E-C è 
dovuta anche all'aumento nella densità di Ica,L (Shimahara & Bournaud, 1991). 
Nel muscolo scheletrico di ratto, la presenza di Ica,T è stata rilevata solamente durante 
il periodo embrionale della miogenesi e nella prime tre settimane dopo la nascita, 
stesso momento in cui si osserva un aumento della Ica,L (Beam & Knudson, 1988b, 
Gonoi & Hasegawa, 1988; Perez-Reyes, 2003). 
In vitro la comparsa temporale dei due tipi di canali Ca2+ è controversa. In cellule 
dissociate acute (Beam & Knudson, 1988b; Gonoi & Hasegawa, 1988) durante lo 
sviluppo muscolare Ica,T diminuiva progressivamente fino a scomparire, dove invece la 
densità di Ica,L aumentava lasciando intendere che i canali al Ca2+ di tipo L sostituivano 
progressivamente i canali Ca2+ di tipo T. 
In cellule muscolari di ratto, differenziate in coltura a partire da cellule satelliti, si 
osserva invece che la Ica,L è presente in tutti i miotubi a partire dal 2-3° giorno, appare 
sempre prima della Ica,T e tende ad aumentare con i giorni in coltura mentre 
l'espressione della Ica,T ha un decorso più graduale, è ridotta nelle prime fasi seguenti 
alla fusione per raggiungere un livello più alto a partire dal quinto giorno (Cognard et 
al., 1993). 
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2. SCOPO DELLA TESI 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di studiare le proprietà elettriche di membrana 
delle cellule muscolari scheletriche durante la miogenesi in vitro, in particolare le 
caratteristiche passive di membrana e quelle legate alla presenza di conduttanze 
specifiche che appaiono in fasi ben distinte della miogenesi in vitro e che, nei miotubi 
murini, sono causa di contrazioni spontanee ad "alta frequenza". Esaminando con 
tecniche elettrofisiologiche le singole conduttanze (N a+, Ca2+, K+ -Ca2+ dipendenti) in 
cellule in fase di contrazione, abbiamo studiato il ruolo di specifici canali nel processo 
dell'attività elettrica spontanea. L'analisi farmacologica con utilizzo di specifici 
antagonisti di canali ionici, ha aiutato la valutazione del contributo delle singole 
conduttanze ali' attività elettrica cellulare. 
Tutti gli esperimenti sono stati condotti utilizzando la tecnica elettrofisiologica del 
patch clamp, nella configurazione whole- celi. 
Esperimenti differenti sono stati invece condotti su cellule muscolari scheletriche 
umane che, in assenza della componente nervosa, non sono mai associate ad attività 
contrattile spontanea. Abbiamo esaminato in queste cellule, che proliferano e 
differenziano in vitro fino allo stadio di miotubi, la modulazione di proprietà elettriche 
di membrana da parte di un fattore neuronale, l'agrina. È stato studiato il ruolo 
dell'agrina nell'alterare il valore del potenziale di riposo agendo anche sull'espressione 
della pompa Na+1K+-ATPasi. A questo proposito sono state utilizzate non solo tecniche 
elettrofisiologiche di patch clamp, ma anche alcune tecniche di biologia molecolare ed 
imunocitochimica. Dal momento che Ica,L contribuiscono di per sè a più del 60 % del 
movimento di carica registrato in miotubi di muscolo scheletrico (Adams et al., 1990), 
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abbiamo anche posto la nostra attenzione sulla possibile modulazione di Ica,L ma anche 
di Ica,r da agrina. Al fine di individuare lo stadio di differenziamento delle cellule 
muscolari umane in coltura abbiamo inoltre pensato di analizare l'espressione di 
isoforme "lente" e "veloci" della MHC in assenza e presenza di agrina neuronale. 
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3. MATERIALI E METODI 
3 .l Colture cellulari 
3 .1.1 Le colture di cellule satelliti m urine 
Le i28 sono colture primarie di cellule satelliti murine, gentilmente forniteci dal prof. 
Anton Wernig (Physiologisches Institut, Università di Bonn). Tali cellule sono state 
dissociate enzimaticamente con tripsina e collagenasi da campioni di muscolo 
scheletrico prelevato dagli arti posteriori di topi maschi BALB/c di 4-13 giorni; il 94-
99 % di tali cellule è risultato essere desmina-positivo (Irintchev et al., 1997). La 
coltura si articola in due fasi distinte: la proliferazione dei mioblasti indifferenziati ed il 
differenziamento. Affinché si moltiplichino, le cellule vengono piastrate in capsule di 
Petri da 90 mm e tenute in incubatore a 37°C, (5 %di C02, 100% umidità) ad una 
concentrazione di 30000-50000/capsula, opportuna per raggiungere lo stato di 
semiconfluenza in 3-4 giorni. Nella fase di proliferazione le cellule vengono tenute in 
l O m l di GM, growth medium, un terreno di coltura ad alto contenuto di siero, dalla 
seguente composizione: HAM'S f-10 77% (Sigma, St. Louis, MO, USA), siero fetale 
bovino scomplementato 20% (PAA Laboratories, Germania), L-glutammina 4 mM 
(Sigma, St. Louis, MO, USA), penicillina l 00 unità/m l e streptomicina l 00 J..Lg/ml 
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Le cellule mononucleate, i mioblasti, possono cosi ' 
andare incontro ad un processo di moltiplicazione fino a circa 30 passaggi. 
I mioblasti vengono quindi staccati con tripsina (tripsina-EDTA, Sigma, St. Louis, 
MO, USA), contati in una camera conta-cellule e ripiastrati alla concentrazione 
desiderata. Le cellule vengono quindi fatte differenziare in capsule di Petri dal 
diametro di 35 mm, le stesse usate anche durante gli esperimenti, in cui vengono 
piastrate alla concentrazione di 70000 in 2 ml di DM, differentiation medium. 
Quest'ultimo è composto da: 95% DMEM (Dulbecco's modified Eaglès medium, 
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Sigma, St. Louis, MO, USA), 2% di siero di cavallo inattivato e scomplementato (ICN 
Biomedicals, USA), 4 mM L-glutammina, 100 unità/mi penicillina e 100 J.lg/ml 
streptomicina. Dopo 3-4 giorni si possono già osservare miotubi multinucleati che 
intorno al quarto-quinto giorno manifestano contrazioni spontanee. Gli esperimenti 
sono stati condotti su cellule da 2 a 7 giorni in DM. Il terreno di differenziamento è 
stato periodicamente rinnovato ogni 3 giorni. Le Petri di 35 mm, prima della 
piastratura, sono state rivestite di Matrigel, un derivato della matrice extracellulare di 
cellule di sarcoma umano che aiuta l'adesione ed il differenziamento. Il HAM' S F-10 e 
il DMEM vanno conservati a -5°C. Sieri, glutamina, tripsina, penicillina, 
streptomicina, Matrigel a -20°C. 
3.1.2 Le colture di cellule satelliti umane 
Grazie ad una collaborazione con il gruppo del prof. Zoran Grubic (Università di 
Ljubljana) abbiamo ottenuto cellule satelliti umane, preparate a partire da biopsie 
muscolari del muscolo extensor digitorum longus mediante interventi ortopedici, 
provenienti da pazienti di 5-17 anni privi di patologie neuromuscolari (Ministero della 
Salute della Repubblica di Slovenia, legge 63/01/99 in accordo con la dichiarazione di 
Helsinki). 
Il tessuto muscolare è stato ripulito dal tessuto connettivo e grasso, tagliato in pezzi da 
0.5-1 mm e tripsinizato per rilasciare cellule satelliti muscolari. Le cellule venivano 
piastrate in capsule di Petri del diametro di l 00 mm in MEM (minimum essential 
medium, Gibco, Grand Island, NY, USA), contenete 15% siero bovino fetale (FBS, 
Gibco) e moltiplicate nell'incubatore a 37°C (5% di C02, umidità 100%). Le colonie di 
mioblasti, identificate morfologicamente e separate da fibroblasti venivano 
tripsinizzate e successivamente espanse nel MEM contenente sempre 15% FBS. I 
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mioblasti venivano tripsinizzati prima di fondere e piastrati sui vetrini portaoggetti, 
rivestiti da una miscela (l :2) di 1.5% di gelatina (Sigma, St. Louis, MO, USA) e siero 
umano. Successivamente i vetrini venivano trasferiti in contenitori di plastica conteneti 
sei scomparti, il terreno sostituito con un altro (Fl4, Gibco) contenete il 10% di FBS, 
50 ng/ml fattore di crescita di fibroblasti (Collaborative Biomedica! Products-Becton 
Dickinson, Bedford, MA, USA), 10 ng/ml fattore di crescita dell' epidermide 
(Collaborative Biomedica! Products-Becton Dickinson) e l O mg/ml di insulina 
(Sigma). 
3 .1.3. La conta dei miotubi murini in contrazione 
La media del numero di miotubi in contrazione è stata valutata in campo chiaro 
dividendo il numero di miotubi in contrazione per il numero di cellule di ogni campo 
osservato. Sono stati scelti 50 campi visivi e ciascuno di essi è stato osservato per 2 
minuti. 
3.2 Registrazioni elettrofisiologiche 
La tecnica elettrofisiologica usata per questo studio è quella del patch-clamp che 
consente di misurare anche correnti di minima entita' (dell' ordine dei p A). Una 
condizione indispensabile per eseguire queste misure è quella di stabilire una 
strettissima adesione della pipetta di vetro sulla membrana delle cellule in esame, cosi' 
da costituire un sigillo con una resistenza elettrica di alcuni GO. 
38 
3 .2.1. Il se t up di elettrofisiologia 
Fig.l3. Il set up di elettrofisiologia. 
l : gabbia di Faraday; 2: tavolo antivibrante; 3: microscopio; 4: amplificatore; 5: convertitore analogico-
digitale/digitale-analogico; 6: headstage; 7: ho/der; 8: micromanipolatore. 
Il set- up di elettrofisiologia, utilizzato per gli esperimenti è munito di: un microscopio 
ottico rovesciato (Zeiss, Axiovert 100, Germania) dotato di obiettivi 10x, 20x e 40x, in 
cui è presente un tavolino translatore sul quale vengono appoggiate le capsule Petri. 
Inoltre vi è presente un sistema di macro e micromanipolatori che permette di 
avvicinare la punta della pipetta alla cellula. La pipetta viene inserita nell'ho/der 
contenete un elettrodo di argento clorurato. L'holder collegava la pipetta ad un 
convertitore voltaggio-corrente (head-stage, CV203BU, Axon lnstruments). Dall' 
head-stage il segnale viene inviato all'amplificatore (Axopatch 200B) ed poi al 
computer attraverso un convertitore analogico /digitale (Digitata 1231). Il miroscopio 
insieme all'ho/der e ai manipolatori è racchiuso in una gabbia di Faraday, che serve per 
39 
schermare il sistema da interferenze dovute a campi elettromagnetici. Il microscopio è 
appoggiato sul tavolo antivibrante per evitare qualunque movimento meccanico. 
3.2.2 Gli elettrodi 
Le pipette per il patch-clamp vengono preparate a partire da capillari di borosilicato 
composti da Si02 80%, Na20 5% e B20 3 15% (Harvard Apparatus, UK). La loro 
fabbricazione avviene in due successivi passaggi, il pulling ed il polishing. Nella prima 
fase i capillari vengono inseriti in un apposito puller verticale (PP-830 Narishige, 
Giappone) dove sono richiesti due stadi di tiraggio. Nel primo passo il capillare viene 
fatto passare in una spirale riscaldata e tirato per gravità da un peso fino ad ottenere una 
forma allungata e ristretta nella zona centrale, nel secondo passaggio il capillare ripassa 
nella spirale e si separa in due parti uguali in modo da avere una resistenza di accesso 
dell 'ordine di 4-6 MQ. Il diametro della punta degli elettrodi è compresa tra l e 2 ~m. 
Successivamente la punta della pipetta viene pulita con il calore tramite l'apposita 
microforgia (MF-830 Narishige, Giappone). Il polishing, effettuato mediante la 
microforgia consiste nel giustapporre la punta della pipetta ad una spirale metallica che 
la rende più liscia e pulita in modo da facilitare il sigillo ad alta resistenza con la cellula. 
Le micropipette così ottenute vanno conservate in un recipiente ben chiuso per 
proteggerle dalla polvere, evitando il contatto di qualsiasi cosa con la punta ed utilizzate 
prima possibile. All'inizio dell ' esperimento, l' elettrodo viene riempito con la soluzione 
intracellulare ed inserito nell' apposito supporto della pipetta (Holder), costituito nel 
modo di assolvere due compiti essenziali : 
a) La connessione elettrica tra la soluzione contenuta nella pipetta e l'apparato 
elettrico. 
b) Possibilità di esercitare la variazione di pressione sulla membrana. 
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3.2.3. La tecnica delpatch clamp 
Le misure in patch-clamp sono state eseguite secondo la tecnica descritta da Neher & 
Sakmann, 1976. Mediante micromanipolatori la pipetta da patch clamp viene portata 
nelle strette vicinanze della cellula e messa in contatto con la membrana plasmatica 
cellulare. Una volta stabilita una prima adesione tra pipetta e membrana, si applica, di 
solito tramite suzione, una lieve pressione negativa all'interno della pipetta, cosicche' la 
membrana del ''patch" si introflette lievemente nella punta dell'elettrodo. 
Questa manovra determina di solito un drastico aumento della resistenza del sigillo (da 
5-8 Mn a 1-1 O Gn), riducendo il rumore elettrico di fondo e raggiungendo la 
configurazione di "cell-attached'. Per monitorare i cambiamenti di resistenza del sigillo 
si osserva la corrente generata da uno step di voltaggio (5 mV) che viene applicato 
attraverso l'elettrodo stesso mediante l'amplificatore. 
Per gli esperimenti di questa tesi è stata utilizzata la configurazione "whole celi", che si 
ottiene rompendo la membrana del "patch", di solito mediante una suzione applicata 
alla pipetta ottenendo, in cellule muscolari in coltura, resistenze di membrana 
dell'ordine dei 500Mn-1Gn. In questo modo la soluzione di pipetta è in comunicazione 
diretta con il citoplasma cellulare. Mantenendo intatto il sigillo, è possibile cosi' 
registrare l'attività elettrica di tutta la membrana cellulare. In questa configurazione si 
possono variare le concentrazioni intracellulari dei vari ioni e ottenere cosi' 
informazioni sui meccanismi che regolano la funzione dei canali cellulari. Con la 
tecnica del voltage clamp, utilizzando uno specifico amplificatore da patch- clamp, si 
impone un certo voltaggio alla membrana cellulare e si registrano le correnti. Variando 
sperimentalmente la corrente iniettata nella cellula è possibile registrare le variazioni di 
voltaggio in current clamp. 
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La pipetta riempita con la soluzione intracellulare viene messa in stretto contatto con la membrana 
cellulare ottenendo cosi la configurazione cell-attached. Quando la R,;8;110 raggiunge un val or >l GO è 
possibile ottenere le successive due configurazioni: 
( patch- perforato) : aggiungendo l' amfotericina B alla soluzione intra-pipetta si vengono a creare dei 
pori nella membrana, permeabili solamente ai cationi monovalenti ; (whole -celi): seguito dalla rottura 
della membrana, provocando un alterazione del contenuto citoplasmatico. 
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3.2.4 Le registrazioni in whole-cell 
La resistenza delle pipette utilizzate per gli esperimenti di whole-cell era di 4-6 MQ e la 
stessa tecnica ci ha permesso di misurare sia le caratteristiche attive che quelle passive, 
come la capacità di membrana (Cm ) espressa in pF e la resistenza di membrana (Rs) 
espressa in MQ. 
La capacità di membrana fornisce anche una misura indiretta della superficie della 
membrana delle cellule, in quanto con l'aumento delle dimensioni della membrana, 
aumenta anche l'attitudine ad accumulare cariche. Per risalire al valore della capacità 
cellulare è stato utilizzato il Clampfit, un programma di analisi specifico in grado di 
ricavare automaticamente l'area dei transienti capacitativi quindi il valore della carica 
elettrica attraverso un protocollo nel quale il transiente capacitativo di membrana è 
indotto da un impulso depolarizzante di l O m V a partire dal potenziale di holding di -60 





Fig. I S. Rappresentazione di un trasiente capacitativo di membrana, evocato da un impulso depolarizzante 
di l O m V a partire da un potenziale di holding di - 60 m V. 
43 
Il rapporto tra la carica e il potenziale applicato ci dà una misura della capacità di 
membrana, utilizzata per calcolare la densità di tutte le correnti registrate (pA/pF) in 
modo da normalizzare l'ampiezza massima delle correnti misurate. 
Durante le acqusizioni delle correnti calcio voltaggio-dipendenti, è stata effettuata la 
sottrazione delleak secondo il metodo classico del p/4 (Bezanilla & Armstrong, 1977). 
Questo metodo consente di isolare le correnti voltaggio dipendenti dalle correnti lineari, 
passive di membrana (leak current). 
3.2.5 Le registrazioni in whole-cell con l'amfotericina 
Una variante della configurazione whole-cell, che evita la progressiva dialisi del 
citoplasma cellulare con la soluzione intrapipetta, è rappresentata dal perforated patch 
(figura 14) che si ottiene inserendo nella pipetta da patch una soluzione contenente un 
antibiotico come la nistatina o l' amfotericina B in grado di formare dei pori nella 
membrana, permeabili solamente a cationi monovalenti e non a cationi divalenti o ad 
anioni (Holz & Finkelstein, 1970). Al fine di ottenere un buon sigillo nella 
configurazione del cell-attached, la punta degli elettrodi veniva riempita con la 
soluzione intracellulare contenente: K+-aspartato (140 mM), NaCl (10 mM), MgCh (2 
mM), HEPES-KOH (10 mM) con pH 7.3., mentre il resto della pipetta veniva riempito 
con la soluzione intracellulare contenete l'amfotericina B (240 f.!g/ml). Tale sistema 
viene generalmente adottato per poter effettuare il seal con una soluzione fisiologica e 
lasciar poi fluire subito dopo la soluzione con l'antibiotico che fa dei veri e propri buchi 
nella membrana. Per via di una ridotta solubilità in acqua, l'amfotericina B veniva 
sciolta in dimetilsulfossido (DMSO) ad una concentrazione pari a 30 mg l ml con 
l'aiuto del vortex prima di essere aggiunta alla soluzione di pipetta. 
Dopo la configurazione del cell-attached l'amfotericina diffondeva nella pipetta ed 
entrava in contatto con la membrana cellulare; ciò veniva evidenziato dalla comprasa 
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della corrente capacitiva (le). Dopo 20-40 minuti (a seconda delle cellule), l'ampiezza 
del picco diventava costante, risultava essere inversamente proporzionale alla resistenza 
di membrana ed era un indice di misurazione diretta della permeabilizazzione 
dell'amfotericina. Quando le diventava costante, pori formati sulla membrana 
risultavano stabilizzati. Dopo 20-40 minuti dalla formazione del giga seal la resistenza 
di membrana scendeva da GQ a 500-800 MQ. Questi valori della resistenza e la forma 
delle correnti capacitive ci indicavano che la formazione dei pori permetteva la 
misurazione delle correnti generate della intera cellula. 
3.2.6 Acquisizione e l'analisi dei dati 
Tutti gli esperimenti di elettrofosiologia sono stati condotti a temperatura ambiente 
(20-24°C) mediante un'amplificatore da patch-clamp (Axopatch 200B, Axon 
Instruments) e un convertitore analogico digitale l digitale analogico (Digitata 1321, 
Axon Instruments) collegato al filtro e al personal compiuter. Le correnti sono state 
campionate a 200 JlSec e filtrate a 2 kHz. 
L'acquisizione e analisi dei dati elettrofisiologici sono state condotte con il software 
pClamp (Clampex e Clampfit, Axon Instruments). Per l'analisi dei dati è stato 
utilizzato il programma Origin (Microcal Software, Northampton, MA, Canada, USA). 
I vari parametri ottenuti dalle cellule alle quali è stato applicato uno stesso protocollo 
sono stati raggruppati assieme e sono stati espressi come media ± S.D (n indica il 
numero di cellule). La significatività è stata valutata con il t-test Student (P< 0.05) o 
conANOVA. 
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3.3 Soluzioni e reagenti 
3.3.1 Soluzione normale extracellulare (NES) 
Al momento di effettuare gli esperimenti il terreno di coltura delle cellule veniva 
sempre sostituito da una soluzione fisiologica denominata NES (norma! extemal 
solution) che conteneva: NaCl (140 mM), KCl (2.8 mM), CaCh (2 mM), MgCh (2 
mM), HEPES (l O mM) e Glucosio (l O mM). Il pH finale della soluzione veniva 
portato a 7.4 con l'aggiunta di l M NaOH .. Tale soluzione è stata realizzata per lo 
studio dell'attività di membrana in current clamp ma veniva sostituita da opportuna 
soluzione extracellulare se esaminate le singole correnti di membrana in voltage-clamp 
sia in cellule murine che in cellule umane. 
3.3.2 Soluzione per lo studio delle correnti Na+ persistenti 
Per lo studio dei canali al Na+ voltaggio-dipendenti alla soluzione extracellulare 40 
mM di NaCl venivano sostituiti con 40 mM di tetratilammonio (TEA)-Cl e veniva 
aggiunto CdCh (0.5 mM) per bloccare le correnti Ca2+ voltaggio-dipendenti mentre la 
soluzione di pipetta era composta da: CsCl (120 mM), EGTA (11 mM), CaCh (l mM), 
MgCh (2 mM), HEPES (lO mM), pH 7.3. 
3.3.3 Soluzione per lo studio delle correnti Ca2+ 
Per lo studio delle correnti Ca2+ sia in cellule murine che umane la soluzione 
extracellulare conteneva: TEA-CI (135 mM), CaCh (2.5 mM), MgCh (0.8 mM), 
HEPES (10 mM), glucosio (5.6 mM), pH 7.4 (TeaOH). La soluzione di pipetta era 
costituita da: CsCl (130 mM), CaCh (0.005 mM), MgCh (l mM), glucosio (5.6 mM), 
HEPES (lO mM), EGTA (l mM), Mg2ATP (2 mM), pH 7.3. 
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3.3.4 Soluzioni per lo studio delle correnti K+ SK 
Per la registrazione delle correnti K+Ca2+ -sensibili (SK) in cellule muscolari m urine ed 
umane la soluzione extracellulare era la NES con l'aggiunta di TTX (l ).!M) per 
bloccare i canali Na+ voltaggio-dipendenti e TEA (lmM) per bloccare i canali K+Ca2+ 
e voltaggio dipendenti (BK). La soluzione di pipetta conteneva: K-gluconato (130 
mM), KCI (10 mM), MgCh (l mM), HEPES (10 mM), Mg2ATP (l mM), Na2GTP 
(0.3 mM), EGTA (0.05 mM), pH 7.3. 
3.4 Le tecniche molecolari 
3.4.1 Immunocitochimica 
3.4.1.1 Immunolocalizazzione della pompa Na+/K+ -ATPasi 
L'indagine immunocitochimica è stata eseguita in miotubi umani di controllo e trattati 
con l'agrina agli stessi tempi e stesse condizioni sperimentali utilizzate negli 
esperimenti di elettrofosiologia. Le cellule crescevano su vetrini portaoggetti in MEM 
a 37°C. Dopo la rimozione del MEM, le cellule venivano fissate con la 
paraformaldeide (4% PAF) per 15 minuti a temperatura ambiente. Al termine del 
fissaggio si effettuavano 3 lavaggi in PBS e di seguito le cellule venivano marcate con 
un anticorpo monoclonale primario (sc-21712) diretto contro la subunità al della 
Na+1K+-ATPasi e un anticorpo policlonale primario (sc-16049; entrambi Santa Cruz 
Biotechnology, CA, USA) diretto contro la subunità a2 della stessa pompa, entrambi 
diluti l :200 in MEM ed in cubati per 30 minuti in una cameretta umida. Seguivano 3 
lavaggi con PBS ed il trattamento con l'anticorpo secondario (l: l 00) per successivi 30 
minuti. In fine dopo gli ulteriori tre lavaggi si è effetuata la colorazione dei nuclei 
aggiungendo ai vetrini 200 )li del colorante Hoechst, (SIGMA, USA) per 5 minuti al 
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buio. Dopo un ulteriore lavaggio in PBS i vetrini erano pronti per l'osservazione sotto 
il microscopio a fluorescenza Olympus IX-81 (Olympus, Japan). 
3 .4.1.2 Immunolocalizzazione della componente "veloce" e "lenta" della catena 
pesante della miosina (MHC) 
Per marcare la MHC le cellule, precedentemente fissate in PAF 4%, venivano 
permeabilizate con 0.5% Triton X-100 in PBS per 15 minuti, dopodichè venivano 
incubate per 60 minuti in PBS contenente anticorpi primari specifici per la componente 
veloce('j'ast") e lenta("s/ow") della miosina (Sigma, Mi, USA), diluiti a l :200. Seguiva 
quindi il lavaggio dei vetrini in PBS e la successiva marcatura per 30 minuti con 
un'anticorpo secondario coniugato al FITC (Jackson Immuno Researc, PA, USA) 
diluito l : l 00 in PBS. I vetrini venivano montati sul supporto e osservati con il 
microscopio a fluorescenza. 
3.4.2 La tecnica del western blot 
La tecnica del western blot permette di qualificare l'espressione di proteine; nello 
specifico di questo lavoro è stata utilizzata per esaminare l'espressione della pompa 
N a+ IK+ -ATPasi. Le colture di cellule muscolari che crescevano sui vetrini portaoggetti 
venivano lavate con il PBS ed incubate in tampone di lisi (20mM Tris-HCl, pH=7.4, l 
mM EDTA, 10% sucrosio, 0.1% Triton X-100 e 10 ).lg/ml di leupeptina, aprotinina e 
pepstatinina; Sigma, MO, USA) per l O minuti. 
Dopo l'incubazione nel tampone di lisi le cellule venivano staccate con una spatola e 
trasferite in tubi da microcentrifuga e quindi omogenizzate con "omogenizante di 
Dounce". Le componenti in polvere insolubili sono state rimosse centrifugando 
l'omogenizato in microcentrifuga (13,000 x g a 4°C per 10 minuti) ed esposte per un 
secondo ciclo nel tampone di lisi. 
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Per ciascun campione venivano separati 10 J-Lg dell'estratto proteico, nel Bis-Tris gel 
(IO%) uttilizando un sistema elettroforetico Sure Lock MiniCell (Invitrogen, Scotland, 
UK) e trasferiti sulla membrana PVDF (Polivinildifluorido; Immobilion, Millipore, 
Bedford, MA, USA). 
Le membrane venivano incubate con anticorpi contro le subunità al e a2 della 
N a+ IK+ -ATPasi diluiti l: l 000 e anticorpi contro la componente veloce e lenta della 
catena pesante della miosina, diluiti l :2000 nel blocking buffer (PBS con 0.1% Tween 
20 (Sigma) e 5% 1-block (Tropix Applied Biosystems, Bedford, MA, USA)). Le bande 
elettroforetiche venivano lavate 3 volte per l O minuti in blocking buffer. 
Per controllare la funzionalità del sistema veniva utilizzato l'anticorpo policlonale 
contro l'actina (SC-1616; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). 
Le bande venivano sviluppate nella soluzione NBT -BCIP (Roche Applied Science, 
Germany) composta da O.lM Tris-HCl, O.lM NaCl e 0.05M MgCh e quantificate con 
Chemi Genius Biolmaging System (Syngen, Cambridge, UK). 
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4.RISULTATI 
Caratterizzazione delle proprietà di membrana in cellule satelliti murine durante 
la miogenesi in vitro ed il ruolo di specifiche conduttanze nell'attività spontanea di 
mio tu bi in coltura. 
In questa parte della tesi sono state caratterizzate le proprietà biofisiche di membrana, 
in particolare le proprietà passive di membrana e l'espressione di canali ionici come i 
canali K+ SK, i canali Ca2+ voltaggio-dipendenti e canali Na +. È stato inoltre studiato il 
loro ruolo nella generazione dell'attività elettrica spontanea. 
4.1. Caratteristiche generali di cellule satelliti murine i28 
Le i28, una linea di mioblasti mononucleati, mai innervati, discendenti da cellule 
satelliti di topo molitiplicate in vitro, possono facilmente essere mantenute in coltura 
allo stato proliferativo in presenza di un terreno di crescita ricco di siero. Per 
raggiungere la concentrazione cellulare necessaria a favorire il differenziamento, il 
terreno era sostituito con un altro, contenete una bassa percentuale di siero. 
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Fig. 16. Differenziamento in vitro di cellule satelliti i28. A. Dopo 2 giorni in DM le cellule muscolari 
cominciano a differenziarsi. B. A 6 giorni in DM la maggior parte delle cellule sono fuse in miotubi 
multinucleati. 
Utilizzando la tecnica del patch-clamp in configurazione whole-cell sono tate registrate 
le proprietà passive di membrana a diversi giorni in DM. In particolare sono stati 
misurati: il potenziale di membrana a riposo, la capacità e la resistenza di membrana. I 
valori ottenuti, riportati nei diagrammi a barre in figura 17 e figura 18, sono stati 
rilevati subito dopo il raggiungimento della configurazione di whole-cell, in una 
soluzione fisiologica, NES. 
Il potenziale di membrana a riposo subiva cambiamenti significativi con il proseguire 
dei giorni in coltura variando dai -15 ± 4.2 m V a l giorno in DM sino ai -60 ± 8 m V 
dopo 6-7 giorni in DM (figura 17 A). 
In figura 17 B sono state indicate le variazioni delle capacità media calcolata 
uttilizzando l'apposito protocollo (vedi materiali e metodi). Si noti un aumento della 
capacità che raggiunge piu' di 200 pF dopo 6-7 giorni in DM. 
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Fig.l7. Variazione del potenziale di membrana a riposo e della capacità di membrana durante il 
differenziamento delle i28. A. Potenziale di membrana a riposo registrato durante i primi 7 giorni di 
differenziamento. La media del potenziale di membrana dei mioblasti coltivati l giorno in DM era -15 ± 
4 m V (n= 5), nei miotubi a 2-3 giorni in DM -31 ± 7 m V (n= 15) .. Il valore del potenziale di membrana 
diventava ancora più negativo, quando le cellule rimanevano in DM per 4-5 giorni (-46 ± 8 m V, n= 28) 
e 6-7 giorni (-61 ± 8 m V, n= 37). B. Media della capacità di membrana durante i primi 7 giorni in DM. 
Si noti l'aumento significativo della capacità con i giorni in DM: 24 ± 6.3 pF (n = 5) dopo l giorno in 
DM; 48 ± 17 pF (n= 15) a 2-3 giorni in DM; 127 ±53 pF (n= 28) a 4-5 giorni in DM; 220 ± 71 pF (n= 
37) dopo 6-7 giorni in DM. 
*** Significatività P< 0.0001 
Nelle stesse cellule è stata osservata una diminuzione della resistenza di membrana con 
i giorni in coltura (figura18). 
52 
2-3 4-5 6-7 
giorni in DM 
Fig. 18. Variazione della resistenza di membrana durante la miogenesi in vitro. Il valore del potenziale di 
membrana misurato in mioblasti a l giorno in DM era 3.5 ± 2.8 GO (n= 5), nei miotubi piccoli dopo 2-3 
giorni in DM era 2.3 ± 1.7 GO (n= 15), nei miotubi di 4-5 giorni in DM 0.8 ± 0.6 GO (n= 28) e nei 
miotubi mantenuti in DM per 6-7 giorni 0.4 ± 0.29 GO (n= 37). 
*** Significatività P< 0.0001. 
I risultati ottenuti dimostrano che le proprietà passive di membrana subiscono 
variazioni significative con il differenziamento in vitro, soprattutto dopo il terzo giorno 
in DM ed evidenziano che il processo di fusione di mioblasti in miotubi è 
accompagnato da un'iperpolarizzazione del potenziale di riposo. 
4.1.1 L'attività elettrica spontanea 
In cellule i28 in DM da più di 4-5 giorni si osservavano contrazioni meccaniche in 
circa il 37% dei miotubi in coltura. Tali contrazioni avvenivano in concomitanza con 
la comparsa di potenziali d'azione spontanei che caratterizzano l'attività elettrica di 
queste cellule in questo stadio di differenziamento. In esperimenti effettuati in 
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precedenza nel nostro Laboratorio mediante tecniche di imaging di Ca2+ è stato 
osservato che ogni potenziale d'azione è seguito da un aumento transitorio della [Ca
2+]i 
( figura 19). 
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Fig. 19. Immagine combinata ottenuta con la tecnica del patch-clamp e quella di imaging di Ca2+ 
utilizzando fura 2-AM in soluzione extracellulare. Si noti che ad ogni potenziale d' azione (in nero) segue 
un transiente citosolico di Ca2+ (in rosso). 
Abbiamo quindi registrato i cambiamenti spontanei del potenziale di membrana con la 
tecnica del patch perforato in current clamp e le correnti di membrana coinvolte nella 
generazione dell'attività elettrica spontanea in configurazione whole-cell. 
Per assicurarci una costanza nell'attività elettrica di membrana, e studiare l'effetto 
causato dall'aggiunta di specifici bloccanti di canali ionici, abbiamo selezionato le 
cellule che presentavano in condizioni di controllo un'attività elettrica costante e 
regolare di tipo pacemaker. Quasi tutti gli esperimenti citati in questa parte della tesi, 
sono stati effettuati in cellule la cui contrazione è stata visualizzata tramite il 
microscopio alcuni minuti prima di iniziare l'esperimento di elettrofisiologia 
utilizzando una soluzione extracellulare fisiologica, la NES, poi sostituita da opportune 
soluzioni di registrazione. 
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4.1.2. Canali N a+ voltaggio dipendenti 
Per valutare il contributo dei canali Na+ ai singoli potenziali d'azione, esperimenti 
condotti in precedenza con il patch perforato avevano rivelato un blocco reversibile dei 
potenziali d'azione spontanei da TIX ad una concentrazione pari a 100-300 nM, 
supposta bloccare i canali Na+ TIX-sensibili, dimostrando cosi' il fondamentale 
contributo di questi canali nel dare origine ai potenziali d'azione spontanei. 
Di seguito abbiamo cosi' eseguito esperimenti in voltage-clamp nella configurazione 
whole-cell in miotubi che avevamo osservato contrarsi sino a qualche minuto prima in 
NES, sostituendo la con una soluzione adeguata per registrare correnti N a+ contenente 
40 mM di TEA-Cl e 0.5 mM diCdCh. 
La corrente Na+ veniva registrata dopo la sottrazione delle correnti di "lealè' voltaggio-
insensibili. Una corrente N a+ transiente, caratterizzata da una veloce cinetica di 
attivazione e in attivazione, era attivata a un potenziale medio di -53 ± 6.1 m V (n = 30, 
figura 20). In alcune cellule abbiamo registrato, insieme alla transiente, una corrente 
Na+ persistente, anch'essa TIX-sensibile (figura 20 B). 
Poiché è noto che in cellule muscolari denervate, oscillazioni spontanee del potenziale 
di membrana sono bloccate da TIX (Purves & Sakmann, 1974) e mediate da canali 
N a+ persistenti (poco o per nulla inattivati), abbiamo analizzato la possibile presenza di 
queste correnti in miotubi in contrazione. In tali cellule abbiamo notato correnti N a+ 
che seguivano le correnti N a+ transienti e persistevano per tutta la durata del pulse 
depolarizzante, bloccate da TTX a una concentrazione di l 00-300 nM. Si trattava di 
correnti molto piccole che attivavano a potenziali più negativi di quelle transienti (-60 
m V) e raggiungevano un picco massimo a -40 m V (figura 20). 
Non abbiamo mai notato la presenza di questa corrente N a+ persistente nei mioblasti, 
nè nei miotubi di piccole dimensioni (figura 20 A, n = 18), ma individuata nei miotubi 
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a 5-6 giorni in DM (figura 20 B, n = 33). Spesso essendo la corrente piccola, non è 














Fig. 20. Correnti Na+ TTX sensibili . . A. A 3 giorni in DM è stata registrata la corrente Na+ transiente, ma 
non la corrente Na+ persistente. B. Un esempio della corrente Na+ persistente che accompagna la 
transiente, indotte a -40 mV a partire da un potenziale di - 90 mV nei miotubi capaci di contrarsi 
spontaneamente. C Blocco della corrente Na+ transiente e persistente dopo la somministrazione di TTX 
100 nM. 
56 
4.1.3 Canali Ca2+ voltaggio-dipendenti 
Esperimenti condotti in precedenza nel nostro Laboratorio con tecniche di imaging, 
hanno suggerito la presenza di correnti Ca2+ attivate dalla depolarizzazione indotta dai 
singoli potenziali d'azione spontanei (figura 19). Inoltre, bloccando con un farmaco a 
largo spettro i canali Ca2+ voltaggio-dipendenti (Cd2+ 300-500 ~; figura 21 A) si era 
notato un blocco completo ma reversibile dell'attività elettrica spontanea; lo stesso 
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Fig. 21. Blocco reversibile dell'attività spontanea con la perfusione di bloccanti di canali Ca2+ voltaggio-
dipendenti. A. e B. Potenziali d'azione spontanei registrati in controllo (l= O) prima e dopo l'applicazione 





+ la cellula si depolarizza portandosi a valori probabilmente vicini al loro potenziale di riposo. 
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Abbiamo quindi registrato correnti Ca2+ in voltage-clamp in miotubi capaci di contrarsi. 
La contrazione veniva bloccata aggiungendo TEA in una soluzione priva di Na+. In 
queste condizioni abbiamo rivelato la presenza di Ica,T e Ica,L (n = 20). Come si può 
notare in figura 22 A (in alto), a partire da una soglia di attivazione di -60 m V, la 
depolarizzazione dei potenziali di membrana sino a -40 m V, precedute da un pre-pulse 
a -90 m V, ha rivelato la presenza di sole Ica,T, rapidamente innativate. Ulteriori 
depolarizzazioni di membrana attivavano anche Ica,L, con una soglia di attivazione di 
circa-20m V; figura 22 A (in basso). 
Addizionando alla soluzione extracellulare Ni2+ (50 ~) si è osservata una riduzione 
media delle correnti Ica,T del 72 ± 29 % (n = 4, figura 22 B). 
Paragonando la relazione corrente-voltaggio (1/V, figura 22 C) per Ica,T e Ica,L abbiamo 
rilevato che le Ica,T (cerchi pieni) venivano attivate a potenziali più negativi rispetto alle 
Ica,L (cerchi vuoti). Le Ica,L avevano una soglia di attivazione di ~ -20 m V (media= -22 
± 5 m V, n = 19), registrata facendo precedere lo step test con un pre-step depolarizzante 
a ( -30 m V) che innativava le Ica,T· In un limitato numero di esperimenti, le Ica,L e le Ica,T 
sono state registrate nei miotubi dove è stata osservata la contrazione e in quelli dove 
non abbiamo notato fenomeni meccanici di contrazione. Le Ica,T erano attivate e 
inattivate velocemente con una soglia di attivazione di -60 m V in tutte le cellule 
caratterizzate da movimenti di contrazione prima dell'esperimento (n = 20), ma erano 
assenti (n= 4) o ridotte (n= 5) in cellule che non si contraevano. 
L'ampiezza media delle Ica,T in cellule in grado di contrarsi (n = 23), è risultata essere 
279 ± 200 pA se registrata a partire da un potenziale di membrana di -50 m V e 404 ± 
211 pA a -40 mV; mentre l'ampiezza media delle Ica,L misurata al potenziale di 
membrana di +l O m V era di 1244.8 ± 911 pA. In 7 cellule in cui non si è osservata 
contrazione, facenti parte della stessa coltura di partenza e anche della stessa capsula di 
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Petri, l'ampiezza al picco di Ica,T era 42 ± 18 pA a -50 m V e 101 ± 40 pA a -40 m V; 
mentre l' ampiezza al picco di Ica,L misurate al potenziale di +l O m V risultava di 982 ± 
500 pA. Per non essere dipendenti dalla dimensione delle cellule, abbiamo calcolato la 
densità media delle correnti Ica,T e Ica,L (figura 22 D). La densità (pA/pF) di Ica,T 
registrata nei miotubi in contrazione a -40 m V era 2.1 ± 1.6 pA/pF (n = 11 ); nei miotubi 
non in contrazione era 0.3 ± 0.3 pA/pF (n = 9); la densità di Ica,L misurata a+ l O m V nei 
miotubi in contrazione era 4.4 ± 2.9 pA/pF, nei miotubi non in contrazione risultava 
essere 3.8 ± 3.3 pA/pF. 
La presenza di una maggiore densità di correnti Ica,T in cellule in contrazione, 
suggerisce il loro ruolo nel favorire la depolarizzazione del potenziale di membrana fino 



































potenziale di membrana 
(m V) 
-60 -40 -20 o 20 40 









/ i r 
, \r 
~' ~h · 
l'l {/ : . O·····Ì ;. ' 
0-'-'-----" __ .__ ___ ,___ 
miotubi non in contrazione miotubi in contrazione 
Fig. 22. Ica,L e Ica,T registrate nei miotubi murini. A. Tracce rappresentative di correnti Ica,r (in alto) e Ica,L 
(in basso). Negli inserti sono rappresentati i rispettivi protocolli utilizzati.B.Un esempio di Ica.r registrate 
a- 40 m V prima e dopo l'aggiunta di Ni 2+ 501J.M. C. Il grafico rappresenta la relazione corrente-voltaggio 
per la media delle correnti Ic •. r e Ica,L normalizzate al picco massimo (registrate a -30 m V e + l O m V, 
rispettivamente). D. Densità media e standard deviation (barre) di Ica,T e Ica,L (misurate a -40 m V e +10 
m V, normalizzate con le corrispondenti capacità di membrana) in cellule in grado di contrarsi e in cellule 
silenti . Significatività P :S 0.05 
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4.1.4. Canali K+ apamino-sensibili, attivati dal Ca2+ 
La presenza di correnti K+ Ca2+ -dipendenti è stata suggerita dai precedenti esperimenti 
di current clamp in cui a ogni singolo potenziale d'azione che caratterizzava l'attività 
spontanea, seguiva un'iperpolarizzazione (AHP). Dagli esperimenti di imaging si 
poteva quindi immaginare che i transienti di Ca2+ intracellulare che seguono fedelmente 
ogni singolo potenziale d'azione, possano essere responsabili dell'attivazione di 
correnti K+ iperpolarizzanti (figura 19). 
La fase lenta e prolungata de Il' AHP, poteva avere quindi un ruolo fondamentale nella 
regolazione della frequenza dell'attività elettrica spontanea. La modulazione 
dell'attività spontanea è stata studiata in presenza di apamina, un bloccante selettivo per 
i canali potassio SK, alla concentrazione pari a l 00 nM. Dopo la somministrazione di 
apamina per 2-3 minuti abbiamo osservato un aumento della frequenza dell'attività 
spontanea (da 1.83 ± 0.2 Hz a 2.61 ± 0.34 Hz, n= 7; figura 23 A), dovuto alla riduzione 
in durata dell' AHP. Occasionalmente l' AHP veniva completamente bloccata, fino à 
portare alla soppressione dell'attività spontanea. In figura 23 B la durata dell' AHP, 
misurata à partire della soglia del potenziale d'azione, era 498 ± 3 ms in controllo e 
ridotta a 121 ± 1.6 ms due minuti dopo la perfusione di apamina prima che l'attività 
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Fig. 23. L'effetto dell'apamina sull ' attività spontanea. A. Dopo la somministrazione di apamina (100 
nM), la frequenza dell'attività spontanea aumenta, con una riduzione della durata dell'AHP. B. 
Occasionalmente l' AHP viene completamente bloccata abolendo del tutto l' attività elettrica spontanea. 
Oltre a studiare l'effetto dell'apamina nell'attività spontanea abbiamo caratterizzato le 
correnti SK durante la miogenesi in vitro. In linea con i dati osservati in letteratura 
(Vigdor-Alboim, 1996) la corrente SK è stata registrata soltanto dopo 3-4 giorni in DM, 
cioè nel periodo in cui cominciano ad apparire i canali Ca2+ (Cognard et al., 1993) Le 
correnti SK registrate nei miotubi in coltura venivano bloccate con apamina (l OOnM) e 
ridotte da bloccanti di canali Ca2+ (Cd2+ 500J.lM); vedi figure 24 C, 25 B). 
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Essendo correnti Ca2+ -dipendenti, le correnti SK venivano registrate come correnti di 
coda che seguivano uno step depolarizzante a+ IO m V, per favorire l'influsso del Ca2+. 
Le correnti di coda venivano misurate nel range di potenziali da -75 m V a -45 m V in 
presenza di TTX (l J.1M) e e TEA che, ad una concentrazione di lmM blocca i canali 
BK. Con le stesse condizioni di registrazione non è stato possibile registrare correnti SK 
nei mioblasti o nei piccoli miotubi dopo 2-3 giorni in DM (figura 24 A). 
La corrente di coda misurata nei miotubi a 6 giorni in DM (figura 24 B), al potenziale di 
-50 m V, presentava un ampiezza media di 521 ± 183 pA (n= 13), corrispondente a una 
densità di 0.7 ± 0.5 pA/pF, mentre l'ampiezza media misurata dopo la somministrazione 
dell'apamina (figura 24 C) era di 260 ± 112 pA con una percentuale di riduzione 
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Fig. 24. Correnti apamino-sensibili A. Util izzando il protocollo di attivazione delle correnti SK in 
mioblasti e miotubi poco differenziati non è stato possibile rivelare la presenza della corrente di coda.B. 
Un esempio di corrente SK registrata in un miotubo in contrazione a 6 giorni in DM in condizioni di 
controllo e C. dopo la somministrazione di apamina. 
Come si può osservare in figura 24 B, la corrente di coda presenta un andamento 
bifasico. In condizioni di controllo può essere interpolata con due esponenziali 
ottenendo in questo modo due costanti di tempo, una veloce r 1 (2.5 ± 0.08 ms) e una 
lenta 't2 (438 ± 151 ms, n= 7)- Mediante sottrazione digitale della traccia ottenuta in 
apamina da quella di controllo abbiamo ottenuto la componente di coda apamino-
sensibile lenta, estrapolata con un singolo esponenziale, con una costante di tempo pari 
a 261 ± 62 ms (n= Il, figura 25 A). 
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Una riduzione della corrente di coda è stata osservata dopo la somministrazione di Cd
2
+ 
(500!J.M) con una percentuale di blocco pari al 53± 20% (n= 12, figura 25 B). 
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Fig. 25. Corrente di coda apamino e calcio sensibile. A. Un esempio di corrente apamino-sensibile 
ottenuta dalla sottrazione di tracce registrate in fig. precedente (24 B, C) al potenziale di -50 mV.B. La 
corrente di coda prima e dopo la somministrazione di CdC12• 
L' attivazione delle correnti SK, registrata nei miotubi murini a 6 giorni m DM, 
dipendeva dalla durata del pulse depolarizzante, responsabile dell'aumento di [Ca2+]i 
liberato dai compartimenti intracellulari (reticolo sarcoplasmatico) oppure derivante dal 
flusso di Ca2+ attraverso i canali Ca2+ voltaggio-dipendenti. Studiando il time-corse di 
attivazione della corrente SK (figura 26), quindi variando la durata del pulse 
depolarizzante (utilizzato per facilitare l'ingresso di Ca2+) tra O e 160 ms, abbiamo 
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osservato che l'ampiezza massima della corrente di coda si otteneva con un prepulse di 
circa l 00 ms, oltre il quale si osservava un plateau. 
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Fig. 26. L'attivazione della corrente SK in relazione alla diversa durata dello step depolarizzante 
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Caratterizzazione delle proprietà di membrana 
di miotubi umani di controllo e incubati in agrina 
Lo scopo prefissato in questa parte della tesi è stato quello di studiare il ruolo del 
fattore neurotrofico agrina (lnM) nella modulazione di conduttanze ioniche come i 
canali K+ Ca2+ attivati (SK) e canali Ca2+ voltaggio-dipendenti in miotubi umani 
durante la miogenesi in vitro. A tale scopo abbiamo utilizzato la tecnica del patch -
clamp in configurazione whole- celi. Per spiegare poi alcuni risultati ottenuti dagli 
esperimenti di elettrofisiologia ci siamo avvalsi della collaborazione dei nostri colleghi 
sloveni utilizzando tecniche di immunocitochimica e western blot. 
4.2 Caratteristiche generali delle cellule satelliti umane 
Le cellule satelliti umane, isolate da biopsie di muscolo scheletrico, sono espanse e 
trasferite su vetrini alloggiati in multi-well, crescono e poi maturano favorendo il 
differenziamento di mioblasti in miotubi multinucleati. 
Gli esperimenti elettrofisiologici, immunocitochimici e di western blot sono stati 
effettuati in cellule di controllo coltivate per 4-11 giorni in DM. Negli esperimenti test 
l'agrina veniva addizionata al medium al terzo giorno in DM e gli esperimenti effettuati 
dopo il terzo giorno di trattamento in agrina (6 giorni in DM). I risultati ottenuti dai 
miotubi di controllo venivano quindi confrontati con quelli dei miotubi incubati in 
agrina facenti parte della stessa multi-well, provenienti dalla stessa biopsia ed esposti 
agli stessi protocolli sperimentali nello stesso giorno di differenziamento. 
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Fig 27. Un esempio di miotubi umani al decimo giorno di differenziamento 
4.2.1 Canali K+Ca2+ dipendenti. 
Con la collaborazione del gruppo del prof. Guido Fumagalli (Università di Verona) 
abbiamo individuato la presenza dell'isoforma SK3 nei miotubi umani all'ottavo 
giorno di differenziamento, utilizzando un anticorpo specifico per SK3 (APC025; 
Alomone, Israel), vedi figura 28. 
Fig. 28. Distribuzione dei canali SK3 in miotubi di controllo 
Il protocollo sperimentale ottimizzato per gli esperimenti di elettrofisiologia volti a 
caratterizzare le correnti K+ Ca2+ -dipendenti di tipo SK, prevedeva uno step 
depolarizzante di l 00 ms a +l O m V (con un potenziale di partenza di -50 m V), al fine 
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di facilitare l'ingresso intracellulare di Ca2+, e un ritorno a potenziali da -75 m V a -45 
m V, in cui le correnti SK venivano individuate come correnti di coda. Tali correnti 
sono state registrate in whole- celi in presenza di TTX (IJ.LM) e TEA (lmM). 
In 7 miotubi umani di controllo abbiamo osservato che la corrente di coda era 
parzialmente bloccata dopo somministrazione di una soluzione Ca2+-free (dove il Ca
2
+ 
è stato sostituito da Mg2+) o del bloccante aspecifico del canale Ca2+, Cd2+ (500f..!M), 





Fig. 29. Correnti Ca2+-sensibili in miotubi umani. A. Esempio di una traccia di corrente di coda indotta 
da uno step depolarizzante registrata a 6 giorni in DM; notare come il 50 % della corrente di coda è 
ridotto dalla superfusione di un medium virtualmente privo di Ca2+. B. Traccia rappresentativa di una 
corrente di coda in un miotubo a 6 giorni in DM prima e dopo addizione di Cd2+. 
In figura 30 è possibile osservare come la corrente SK, registrata a -50 m V sia 
parzialmente bloccata dopo l O minuti dalla somministrazione di apamina (l 00 nM), sia 
in miotubi di controllo che in miotubi trattati con agrina, con una differenza nella 
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Fig_ 30_ Correnti apamino-sensibili registrate in miotubi umani di controllo e incubati in agrina_ A. 
Esempio di una traccia di corrente K+ Ca2+ dipendente registrata dopo 8 giorni di differenziamento; 
notare come il 55± 25% della corrente di coda è ridotta da apamina. In alto il protocollo sperimentale 
utilizzato . B. Traccia rappresentativa di corrente SK registrata in un miotubo differenziato per 5 giorni in 
agrina. 
La percentuale media di corrente apamino-sensibile, dopo l O minuti dalla 
somministrazione di apamina era 55 ± 25 % nei controlli (n = 39) e 32 ± 19 % nei 
miotubi incubati 5 giorni in agrina (n = 16); (figura 31 A). La corrente di coda, 
misurata al potenziale di -50 mV nei miotubi di controllo presentava un 'ampiezza 
media di 163 ± 120 pA (n = 30) e la componente apamino-sensibile presentava una 
densità di 0.75 ± 0.4 pA/pF. L'ampiezza media delle correnti di coda, misurata nei 
miotubi trattati con argina era 186 ± 144 pA (n = 16) e la componente apamino-
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Fig. 31. Diminuzione della corrente apamino-sensibile in cellule trattate con agrina A. Le barre 
rappresentano la percentuale media ± SD di corrente SK registrata in miotubi di controllo e incubati in 
agrina. * * Significatività P = 0.003 B. Densità media delle correnti apamino-sensibili nelle stesse cellule 
di A. (* P= 0.03) 
4.2.2 L'effetto dell'agrina neuronale sull'espressione di canali 
Ca2+ di tipo L e di tipoT 
Nei miotubi umani abbiamo studiato l'effetto dell'agrina sull'espressione di Ica,T e Ica,L· 
Utilizzando un protocollo sperimentale, che partiva da un pre- pulse a -90 m V e 
depolarizzando il potenziale di membrana da -60 m V a -40 m V, era possibile rivelare la 
presenza di sole Ica,T, caratterizzate da una cinetica di attivazione e inattivazione 
veloce. Ulteriore depolarizzazione del potenziale di membrana attivava anche le 
correnti Ica,L· Abbiamo quindi rilevato la presenza di Ica,T in tutti i miotubi di controllo 
(6-9 giorni in DM, n =12) ma solo nel 50% di questi abbiamo registrato correnti Ica,L· 
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La proporzione nell'espressione di Ica,L e Ica,T cambiava significativamente in presenza 
di agrina neuronale. Incubando i miotubi in agrina per 3-5 giorni, solo il 25 % di tutte 
le cellule esaminate esprimevano Ica,T mentre la percentuale di cellule esprimenti Ica,L 
aumentava al l 00%. 
Normalizzando l'ampiezza massima delle correnti con la capacità di membrana della 
singola cellula abbiamo ottenuto la densità delle correnti Ca2+ per ogni singola cellula 
(considerando che le correnti L presentavano l'ampiezza massima al potenziale di +l O 
m V, mentre le correnti di tipo T al potenziale di- 40 m V). 
Nei miotubi umani trattati con agrina abbiamo notato un'aumento dell'ampiezza media 
delle Ica,L (da 39 ± 18 pA, n= lO a 142.8 ± 24 pA, n =lO; figura 32 A) e un calo dell' 
ampiezza media delle Ica,r(da 89.8 ± 20 pA, n= 10 a 5.1 ± 4 pA, n= 10; figura 32 B). 
La densità (pA/pF) di Ica,L registrata nei miotubi di controllo era 0.25 ± 0.08 (n= 10), 
nei miotubi trattati 1.05 ± 0.11 (n = l 0). La densità di Ica,T rivelata dai miotubi di 













Fig. 32. Ica,L e Ica,T in miotubi umani. Un esempio di registrazioni di Ica,L rilevata al potenziane di 
membrana a +IO m V (rosso) e Ica,T registrate a -40 m V (nero) A. in miotubi di controllo e B.differenziati 















Fig. 33. La densità delle correnti Ca2+ varia con l'incubazione in agrina. La densità media e la deviazione 
standard (barre) di Ica,T e Ica,L (misurate a -40 m V e+ l O m V) in cellule di controllo e in agrina. 
***p< 0.0001. 
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4.2.3 Proprietà passive di membrana 
Alcune caratteristiche delle proprietà passive di membrana delle cellule muscolari 
umane in coltura sono state studiate su un totale di 136 miotubi umani e in parte 
riportate nei diagrammi a blocchi di figura 34. I valori segnalati sono stati registrati 
subito dopo la rottura del patch in configurazione whole-cell in soluzione fisiologica 
NES (vedi materiali e metodi). La capacità di membrana nei miotubi di controllo era 
153 ± 76 pF (n = 59); in quelli incubati in agrina era 156 ± 109 pF (n = 34). Il 
potenziale di membrana a riposo presentava invece dei cambiamenti significativi nei 
miotubi trattati con agrina. Nei miotubi di controllo il potenziale di membrana risultava 
infatti essere -46 ± 6 m V (n = 57) mentre nei miotubi incubati in agrina era 
significativamente (P< 0.0001) più negativo (-56± 9 m V, n= 39; figura 34 A). È stata 
inoltre osservata una diminuzione della resistenza di membrana delle stesse cellule 
dopo il trattamento con agrina. La resistenza di membrana in controllo era pari a 2.1 ± 
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Fig. 34. Variazione del potenziale e della resistenza di membrana in miotubi umani di controllo e 
incubati in agrina. A. Il valore della media dei potenziali di membrana a riposo risultava essere più 
negativo quando i miotubi venivano incubati per piu di tre giorni in agrina (* * * Significatività P < 
0.000 I). B. Il valore della media delle resistenze di membrana misurate in mio tubi differenziati in agrina 
era inferiore rispetto a quello osservato in miotubi di controllo (* P = 0.03). 
4.2.4 L'espressione della pompa Na+1K+-ATPasica 
Al fine di interpretare le differenze trovate nel potenziale di riposo tra cellule di 
controllo e cellule incubate in agrina, abbiamo studiato l'espressione della pompa 
Na+1K+-ATPasica nei miotubi umani differenziati in controllo e in presenza di agrina 
neuronale. Gli esperimenti sono stati condotti sempre dopo il terzo giorno dall' 
incubazione in agrina. 
4.2.4.1 Il contributo della pompa Na+1K+-ATPasica al potenziale di membrana a riposo 
In miotubi scheletrici di ratto in coltura, il trattamento con il glucoside cardiaco, 
ouabaina, bloccante della pompa Na+1K+-ATPasica, induceva la depolarizzazione del 
potenziale di membrana di riposo di circa 20m V (Brodie & Sampson, 1985), rivelando 
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il contributo della pompa nel determinare la differenza di potenziale che caratterizza il 
potenziale di riposo cellulare. Per individuare se nelle nostre colture di miotubi umani 
la pompa Na+1K+-ATPasica partecipava alla determinazione del potenziale di 
membrana, abbiamo utilizzato la strofantidina, glucoside cardiaco, alla concentrazione 
di 4 ~M (Rozzo et al., 2002). Gli esperimenti sono stati condotti in miotubi di controllo 
e miotubi trattati con agrina utilzzando la tecnica del patch-clamp in configurazione 
perforated- patch. Appena raggiunta la configurazione di whole-cell, veniva misurato 
il potenziale di membrana a riposo in current clamp, senza iniettare alcuna corrente, 
prima e dopo 10-15 min dall'aggiunta alla soluzione NES di strofantidina che inibiva 
specificamente l'attività della pompa. La strofantidina rendeva in maniera parzialmente 
reversibile (figura 35 A) il potenziale di riposo più positivo e nella media questo 
passava da -50.5 ± 3.6 mV in controllo a -42.6 ± 6 mV (n = 11) in presenza di 
strofantidina. Nei miotubi incubati in agrina, in presenza di strofantidina il potenziale 
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Fig. 35. Variazione del potenziale di membrana dopo la somministrazione del glucoside cardiaco 
strofantidina. A. I diagrammi a blocco evidenziano la media del potenziale di membrana osservata nei 
miotubi umani di controllo prima e dopo strofantidina B. media del potenziale di membrana di miotubi 
incubati in agrina prima e dopo la somministrazione di strofantidina. *Significatività P= 0.03 
La percentuale di riduzione del potenziale d'azione rilevata in miotubi di controllo era 
16.2 ± 7% (n= 11) mentre un blocco maggiore è stato osservato nei miotubi in agrina 
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Fig. 36. L'effetto della strofantidina sul potenziale di membrana a riposo in miotubi in assenza e in 
presenza di agrina neuronale. * Significatività P = 0.023 
4.2.4.2 L'espressione delle subunità proteiche al e a2 della pompa Na+1K.+-ATPasica 
Suggerito attraverso gli esperimenti di elettrofisiologia un ruolo della pompa_Na + IK+-
A TPasica nella determinazione del potenziale di membrana di riposo nei miotubi 
umani in coltura, abbiamo condotto degli esperimenti di immunocitochimica e western 
blot per evidenziare e quantificare l'espressione della pompa Na+1K.+-ATPasi in cellule 
di controllo e incubate con agrina. Utilizzando anticorpi specifici per le subunità al e 
a2 abbiamo osservato una distribuzione diffusa di entrambe le subunità sia in miotubi 
di controllo che in quelli differenziati in agrina, con una colorazione più intensa nelle 
cellule trattate con agrina (figura 37). 
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controllo agrina 
Fig. 3 7. Immunolocalizzazione delle subunità al e a2 della N a+ /K+ -A TPasi in miotubi umani. 
A. Immunolocalizzazione della subunità al in controllo, B. in presenza di agrina e C. della subunità a2 
in controllo e D. in presenza di agrina in miotubi di Il giorni in DM. Barra di campionamento 20 ~m. 
E' stata quindi eseguita un'analisi quantitativa della presenza delle due subunità al e 
a2 della pompa Na+/K+-ATPasi mediante la tecnica del western blot (figura 38). Una 
quantità equivalente di proteine ottenute da miotubi di controllo e miotubi trattati con 
agrina per 4 e 11 giorni sono state separate ed incubate con anticorpi specifici per 
entrambe le subunità. Si noti in figura 38 A che in agrina si assiste ad un aumento in 
densità delle due subunità proteiche rispetto al controllo (nel grafico di sinistra l' al e 
in quello di destra l' a2) nel corso del differenziamento. Le bande risultavano piu' 
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dense nei miotubi trattati in agrina. In ciascun campione la densità delle bande delle 
subunità (al e a2) è stata paragonata alla densità delle bande di actina (figura 38 A). 
Il livello delle subunita' al e a2 dopo 4 giorni di differenzamento in agrina risultava 
maggiore del 20% (fig.38 B) in confronto ai rispettivi controlli, con una media per al 
di 121 ± 44 %; e per a2 di 121 ± 25 % . 
Il livello della subunita'al in miotubi differenzaiti 11 giorni in agrina aumentava del 60 
% rispetto al controllo, presentando una media di 179 ± 32 %, mentre la subunita a2 
allo stesso giorno di trattamento in agrina aumentava del 22% rispetto il controllo, con 
una media di 123 ± 15 %; figura 38 B. 
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Fig. 38. L'espressione delle subunità al e a2 della pompa Na+1K+-ATPasica aumentava in presenza di 
agrina. A. A sinistra, bande del western blot relative alla subunità a l della pompa N a+ IK+ -ATPasica in 
colture di controllo e in colture incubate in agrina per 4 e Il giorni, a destra lo stesso per la subunità a2. 
In ciascun campione la densità delle bande della subunità al è paragonata alla densità delle bande di 
actina B. Gli istogrammi a barra indicano la percentuale di espressione della subunità al (a sinistra) e a2 
(a destra) rispetto al controllo. 
4.2.5 L'effetto dell'agrina sull'espressione della componente "lenta" e "veloce" di 
MHC in miotubi umani differenziati in vitro 
Per determinare se il trattamento con agrina influenzava in qualche modo il 
differenziamento in vitro delle cellule muscolari, abbiamo studiato l'espressione della 
componente veloce e lenta della MHC in miotubi di controllo e miotubi incubati per 4-
11 giorni in agrina. 
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Dalla localizzazione imunocitochimica con anticorpi diretti verso entrambe le 
componenti abbiamo visto che sia i miotubi di controllo che quelli differenziati 8 giorni 
in agrina esprimevano entrambe le isoforme di MHC, distribuite in modo uniforme 
lungo il miotubo, notando una colorazione più intensa nei miotubi differenziati in 
agrina (figura 39). 
controllo agrina 
Fig. 39. Immunocitochimica dell'isoforma "lenta"(s) e "veloce "(f) della MHC in miotubi di controllo e 
miotubi incubati 11 giorni in agrina. Marcatura della componente "lenta" (A , B) e "veloce" (C, D) della 
MHC nei miotubi di controllo (A, C) e nei miotubi di 11 giorni in DM incubati in agrina per 8 giorni (B, 
D). Bara di campionamento 20 J.lm. 
Il western blot condotto in cellule muscolari di controllo subito dopo la fusione e nei 
miotubi di 11 giorni in DM in assenza e presenza di agrina, rivela che la componente 
veloce del MHC è sempre maggiormente espressa (densità l mg di proteine) rispetto 
alla componente lenta di MHC (figura 40). La media della componente lenta in miotubi 
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dopo la fusione era di 340 ± 41, mentre quella della veloce era di 7 44 ± 51; quindi 2.1 
volte maggiore rispetto alla lenta. 
La componente lenta misurata in miotubi di controllo a 11 giorni in DM era 471 ± 28; la 
componente veloce era 765 ± 46. Nei miotubi incubati in agrina la componenete lenta 
era 691 ± 27; la componenete veloce era 921 ± 48. 
In conclusione, i livelli di entrambe le componenti, lenta e veloce della MHC erano 
significativamente maggiori in cellule trattate con agrina in quanto il trattamento in 
agrina induce un aumento di 2 volte della componente lenta e un aumento di 1.3 volte 
della componente veloce. Questi dati indicano che l'agrina ha un ruolo nel promuovere 
il differenziamento cellulare a favore di una maggiore espressione di proteine contrattili. 
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Fig. 40. A. Western blots della componente lenta e veloce del MHC dopo la fusione di miotubi e prima 
del trattamento in agrina (!), in miotubi di controllo Il giorni in coltura ( 2) e miotubi della stessa età 
trattati in agrina (3). B I livelli (densità/mg di proteine) della componente lenta e veloce del MHC nei 
miotubi in coltura. I valori di entrambe le componenti sono normalizzati su un equivalente proteico totale 
per ciascun campione mediante l'elettroforesi SDS. I valori ottenuti presentano la media S.E. di tre 
esperimenti indipendenti. Significatività, p<0.05. 
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5. DISCUSSIONE 
5.1 Attività spontanea nei miotubi murini e ruolo dell'influenza di specifiche 
conduttanze 
Miotubi murini originati da cellule satelliti nel processo durante la biogenesi in vitro 
presentano un'attività elettrica spontanea caratterizzata da singoli potenziali d'azione 
che si succedono con una certa regolarità. È nostra opinione che la contrazione dei 
motubi in coltura è indice dello stato di benessere e di maturazione cellulare anche 
perché sono proprio le colture dove le cellule muscolari appaiono visibilmente più 
sane, che una volta raggiunta la fase di differenziamento opportuno, presentano un 
numero maggiore di cellule che si contraggono. Il fatto che non tutte le cellule in 
coltura siano in grado di contrarsi, potrebbe essere attribuito ad una diversa densità di 
specifici canali ionici di membrana anche relativa ad una variabilità dello stadio di 
differenziamento cellulare durante la miogenesi in vitro. 
La frequenza media dell'attività spontanea, misurata in 28 cellule con un'attività 
elettrica regolare risultava essere pari a 1.64 ± 15 Hz (Sciancalepore et al., 2005), più 
alta rispetto a quella riscontrata in condizioni simili in cellule murine i28 negli 
esperimenti di videomicroscopia seguendo i transienti intracellulari di Ca2+ (0.16 Hz, 
Bandi et al., 2005). 
Possiamo quindi definire attività spontanea ad "alta frequenza" quella pacemaker 
osservata nelle registrazioni elettrofisiologiche in contrapposizione a quella a "bassa 
frequenza" rilevata seguendo i transienti di calcio citoplasmatici, attività dovuta 
all'attivazione autocrina del AChR (Bandi et al., 2005). 
L'influenza del potenziale di membrana e di specifici bloccanti di canali ionici sulla 
frequenza e la regolarità dell'attività spontanea (Sciancalepore et al., 2005) ha 
suggerito che l'attività elettrica osservata nei miotubi murini in coltura può essere 
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controllata da cambiamenti del potenziale di membrana indotti da attivazione di 
specifici canali ionici. 
5.2 Contributo dei canali Na+ e Ca2+ all'attività spontanea 
Abbiamo studiato caratteristiche farmacologiche e biofisiche di conduttanze N a+ e Ca2+ 
voltaggio-dipendenti che possono influire sulla nascita del potenziale d'azione. 
L'attività spontanea ad "alta frequenza" risultava reversibilmente bloccata da TTX ad 
una concentrazione di 100 nM suggerendo che ilfiring è legato all'attivazione di canali 
N a+ TTX sensibili a conferma del fatto che nelle cellule muscolari in coltura di roditori 
esistono potenziali d'azione (Brodie et al., 1989) e contrazioni (Sherman et al., 1983) 
TTX sensibili. L'osservazione di correnti N a+ persistenti e di piccole oscillazioni del 
potenziale di membrana, suggerisce che ci possa essere un meccanismo voltaggio e 
Na+-dipendente che depolarizzi la membrana per facilitare il raggiungimento della 
soglia del potenziale d'azione. La difficoltà nell'individuare tale piccola corrente e la 
mancanza di bloccanti specifici per la corrente Na+ persistente ha complicato la 
caratterizzazione di tale corrente e l'individuazione del suo ruolo nell'attività 
spontanea. Ulteriori esperimenti saranno indirizzati all'uso di bloccanti diversi dal 
TTX (vedi riluzone) e ad un'ulteriore indagine statistica. 
Dai nostri dati risulta che ilfiring spontaneo nei miotubi murini non è dovuto solo alla 
presenza di canali Na+TTX sensibili bensì anche alla presenza di Ica,T· 
Le Ica,T compaiono nei miotubi multinucleati in coltura dopo la comparsa delle Ica,L, 
come è stato osservato da altri autori in preparati analoghi al nostro (Romey et al., 
1989; Cognard et al., 1993). 
Dati contrastanti provengono da studi condotti su fibre muscolari dissociate di ratto e 
di topo di 1-30 giorni in cui è stato infatti osservato che canali Ca2+ di tipo L 
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sostituiscono progressivamente i canali Ca2+ di tipo T, ipotizzando cosi' che i canali 
Ca2+ di tipo T compaiano prima dei canali Ca2+ di tipo L (Beam & Knudson, 1988b; 
Gonoi & Hasegawa, 1988). 
Modelli sperimentali differenti come quelli rappresentati dalle fibre muscolari di ratto 
dissociate enzimaticamente in acuto (Beam & Knudson, 1988b; Gonoi & Hasegawa, 
1988), quindi già innervate con alcune proprietà di cellule muscolari ben sviluppate, 
non rispecchiano lo stesso periodo di sviluppo delle colture primarie sopra riportate 
(Romey et al., 1989; Cognard et al., 1993). 
L'idea che la comparsa delle Ica,r potesse dare origine ad un'attività pacemaker era già 
stata avanzata da altri ricercatori, ma considerata non sufficiente per spiegare l'origine 
della contrazione in quanto Ica,r era presente anche in cellule muscolari in coltura in 
assenza di contrazione (Cognard et al. 1993). La nostra osservazione che solamente i 
miotubi che presentano un elevata densità di canali Ca2+ di tipo T sono in grado di 
contrarsi, conferma il ruolo predominante di questi canali nel favorire l'attività elettrica 
spontanea. Inoltre, il blocco dell'attività spontanea indotto da Ni2+; bloccante noto 
delle Ica,T (Hagiwara et al., 1988) e la bassa soglia di attivazione di lca,T dimostrano la 
rilevanza di queste correnti nel dare origine all'attività elettrica spontanea. 
Il contributo delle Ica,L all'attività elettrica, rivelato anche dal blocco dell'attività 
spontanea da parte di bloccanti specifici dei canali al Ca2+ di tipo L come verapamil e 
nefidipina (Lorenzon et al., 2003; Shtifman et al., 2003) potrebbe essere essenziale per 
il riempimento dei depositi intracellulari di Ca2+ (Cognard et al., 1993) ma anche per 
indurre l'attivazione di correnti K+Ca2+ dipendenti. 
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5.3 Il ruolo dei canali K+ Ca2+ attivati 
Correnti K+ Ca2+ -dipendenti apamino-sensibili, possibilmente indotte dall'attivazione 
di canali Ca2+ voltaggio-dipendenti di tipo L durante il singolo potenziale d'azione e 
partecipando alla forma dell' AHP che segue i potenziali d'azione (Barett et al., 1981; 
Blatz & Magleby, 1986) regolano l'intervallo tra gli spike e rimuovono l' inattivazione 
di canali al Ca2+ di tipo T favorendo l'attività ritmica. 
Possiamo quindi suggerire che le proprietà intrinseche dei miotubi di topo in coltura 
come la densità di canali SK funzionali e la loro interazione con Ica,T giocano un ruolo 
importante nel firing spontaneo "veloce" da noi osservato nei miotubi in contrazione. 
In linea con questo, canali SK sono stati individuati in cellule denervate (Pribnow et 
al., 1999) e nel muscolo dei pazienti affetti da distrofia miotonica (Renauld et al., 
1986); in entrambi i casi è stata osservata una ipereccitabilità, una scarica di potenziali 
d'azione, confermando il ruolo di queste conduttanze nel controllare l'eccitabilità 
cellulare. 
L'attività spontanea sarebbe cosi' legata dall'interazione tra l'attività di canali ionici 
che regolano la permeabilità di correnti dirette verso l'interno come le Ica,T che sono 
attivate a basso voltaggio, le correnti Na+, attivate vicino al potenziale di soglia e 
correnti K+ dirette verso l'esterno che iperpolarizzano la membrana cellulare. Rimossa 
l'inattivazione dei canali Ca2+ di tipo T ad opera di correnti K+ responsabili dell' AHP, 
la cellula si depolarizzerebbe sino a raggiungere nuovamente la soglia per la nascita del 
potenziale d'azione. L'aumento intracellulare di Ca2+, seguente alla depolarizzazione 
del potenziale d'azione, favorirebbe la nascita di correnti K+Ca2+ dipendenti 
responsabili della fase lenta dell' AHP. Nei miotubi di topo è stato osservato che la 
fonte del Ca2+ necessario per lo sviluppo delle correnti SK dipende dalla durata del 
pulse depolarizzante; un pulse depolarizzante di circa 5 ms rilascia il Ca2+ dai depositi 
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intracellulari, un pulse di durata maggiore (circa 80 ms) permetteva il passaggio di 
Ca2+ anche attraverso canali Ca2+-voltaggio dipendenti (Neelands et al., 2001). Dai 
nostri dati, in un preparato simile, risulta che la corrente SK comincia ad apparire con 
un pulse depolarizzante intorno ai 40 ms facendo probabilmente entrare il Ca2+ 
mediante i canali Ca2+ -voltaggio dipendenti, sensibili al Cd2+. 
L'attivita' elettrica spontanea ad "alta frequenza" differisce quindi dall'attivita' 
spontanea a "bassa frequenza" dovuta all' attivazione autocrina del AChR. 
L'identificazione dei due meccanismi di firing a diverse frequenze e la loro diversa 
origine possono rappresentare nuove basi per un ulteriore studio sugli effetti di pattern 
diversi di attività elettrica spontanea durante la maturazione di cellule muscolari 
scheletriche nel processo della miogenesi. 
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Proprietà di membrana di miotubi umani in coltura 
5.4 Proprietà elettriche di cellule muscolari umane in coltura 
A differenza delle cellule murine, la miogenesi in vitro di cellule muscolari umane, in 
assenza di componente nervosa, non è associata ad attività contrattile spontanea 
(Askanas et al., 1987). 
In una fase iniziale del lavoro di tesi abbiamo ritenuto interessante studiare le proprietà 
biofisiche di conduttanze specifiche di giovani cellule muscolari e la loro modulazione 
dalla componente nervosa. A tal fine, grazie alla collaborazione dei nostri colleghi 
dell'Università di Lubiana, abbiamo utilizzato come controllo cellule muscolari 
scheletriche umane differenziate in vitro a partire da cellule satelliti e cellule muscolari 
innervate da espianti di midollo spinale di embrione di ratto (co-colture nervo-muscolo), 
sistema in cui si possono osservare contrazioni muscolari spontanee circa 7 giorni dopo 
l'aggiunta dell'espianto (Mars et al., 2001). Purtroppo questi esperimenti non hanno 
avuto il successo sperato, data la difficoltà nel raggiungere le configurazioni necessarie 
del patch-clamp nelle co-colture, ricche di debris, insieme al dubbio che la cellula su 
cui venivano effettuate le registrazioni fosse sicuramente quella innervata. 
Dati i tempi lunghi di elaborazione di un nuovo protocollo sperimentale, ci siamo serviti 
delle analisi di controllo effettuate su miotubi umani, relative alla caratterizzazione di 
specifiche conduttanze di membrana, per i successivi esperimenti in cui, per mimare la 
presenza del nervo nel modulare l'espressione di determinate conduttanze già 
caratterizzate nei controlli, abbiamo utilizzato un fattore neurotrofico di origine 
neuronale, noto modulare il differenziamento postsinaptico durante la miogenesi, 
l'agrina. 
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5.5 L'effetto dell' agrina neuronale sull'espressione di canali K+Ca2+ dipendenti 
L' AHP che segue il singolo potenziale d'azione, osservata nelle cellule muscolari 
durante lo sviluppo embrionale e in cellule muscolari adulte denervate, è mediato da 
canali K+Ca2+ dipendenti. Tali canali apamino-sensibili vengono a mancare o sono 
presenti in misura ridotta, dopo l'innervazione. Esperimenti di binding hanno infatti 
rivelato che canali SK si riducono in numero o tendono a scomparire in preparati di 
cellule muscolari di ratto innervate (co-colture, Schmid-Antomarchi et al., 1985). 
Come osservato in fibre muscolari denervate (Pribnow et al., 1999), anche la membrana 
plasmatica dei miotubi scheletrici umani differenziati in vitro, possiede canali SK3. 
lncubando i miotubi umani in fase di differenziamento in agrina per 4-8 giorni, abbiamo 
osservato una riduzione piccola ma significativa nell'espressione di canali SK, quindi 
siamo in grado di dire che l'agrina nelle nostre condizioni sperimentali, induce una 
regolazione negativa nella funzionalità dei canali SK apamino-sensibili come a mimare 
la presenza del nervo. Altre correnti potrebbero invece essere diversamente regolate 
dall'incubazione in agrina come ad esempio la corrente di coda apamino-insensibile che 
seguiva il pulse depolarizzante, osservata aumentare in ampiezza nelle stesse cellule in 
cui il trattamento in agrina induceva una riduzione di espressione delle conduttanze SK. 
Quale fattore neurotrofico, l'agrina potrebbe avere un ruolo simile a quello osservato in 
seguito al trattamento con il Nerve growth factor. Studi di binding in muscolo 
scheletrico di ratto in coltura hanno infatti evidenziato che 72 h di incubazione in NGF 
induceva una modulazione negativa dei canali K+ apamino-sensibili. Lo stesso NGF 
aumentava l'espressione di canali Na+ e di alcuni canali K+ e aboliva 
l'iperpolarizzazione postuma che seguiva il singolo potenziale d'azione (Vigdor-
Alboim et al., 1999). Un potenziamento dell'attività di canali K+ diversi dall'SK, come 
quello osservato nelle cellule muscolari in coltura, trattate con NGF potrebbe essere 
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responsabile dell'aumento dell'ampiezza della corrente di coda apamino-insensibile 
osservata nel nostro preparato. 
5.6 L'effetto dell'agrina sull'espressione di canali Ca2+ voltaggio-dipendenti 
L'effetto più noto dell'agrina sulla fibra muscolare è l'aggregazione dei AChR (Nitkin 
et al. 1987, McMahan U.J 1990), osservato anche dai colleghi del nostro Laboratorio in 
miotubi umani in coltura incubati in agrina con tecniche di immunolocalizzazione. Tale 
aggregazione è stata osservata essere accompagnata da un potenziamento 
dell'espressione e accoppiamento dei canali RyR e canali Ca2+ DHPR, rilevato con 
tecniche di videomicroscopia a fluorescenza (Bandi et al. in preparazione). L'agrina 
potrebbe essere cosi' coinvolta nella maturazione del meccanismo di accoppiamento E-
C agendo sulla membrana della fibra muscolare e modulando l'espressione di complessi 
multiproteici quali sono i canali Ca2+ DHPR. 
I nostri dati elettrofisiologici evidenziano che l'agrina modula l'espressione dei canali 
Ca2+ voltaggio-dipendenti ma non solo quelli di tipo L, DHP-sensibili ma anche quelli 
di tipo T, essenziali nel processo di fusione dei mioblasti in miotubi multinucleati 
(Perez-Reyes, 2003). In particolare, il trattamento con agrina neuronale aumentava 
significativamente l'espressione e l'ampiezza di Ica,L mentre riduceva la Ica,T . 
Nei miotubi di controllo da noi studiati in coltura, le Ica,T sono sempre presenti a partire 
da una certa fase di sviluppo nelle celi multinucleate e permangono per tutto il periodo 
in cui si segue la coltura (8 DM) mentre solo il 50 % delle stesse cellule esprime le Ica,L· 
Interessante notare che, in cellule muscolari dissociate in acuto, quindi precedentemente 
innervate con alcune proprietà di cellule muscolari ben sviluppate, la Ica,L aumenta con 
il differenziamento mentre le Ica,T sono presenti solo in una fase transitoria e 
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diminuiscono progressivamente sino a scomparire (Beam & Knudson, 1988b; Gonoi & 
Hasegawa, 1988; Perez-Reyes, 2003). 
Il trattamento con agrina dei nostri miotubi umani in coltura potrebbe quindi facilitare il 
differenziamento di tali cellule, potenziando lo sviluppo delle Ica,L (e quindi 
dell'accoppiamento E-C) e regolando negativamente l'espressione dei canali transienti 
di tipo T, confermano cosi' il ruolo transitorio di tali canali Ca2+ voltaggio-dipendenti 
nella miogenesi. 
Nel processo di sinaptogenesi, legandosi alle laminine della matrice extracellulare 
(Denzer et al., 1997) e interagendo con proteine del sarcolemma, l'agrina neuronale 
potrebbe favorire il differenziamento postsinaptico coordinando la localizzazione della 
matrice cellulare con i componenti sinaptici (Niktin & Rothschild, 1990). 
Nel nostro modello sperimentale, l'effetto dell'agrina lascia intendere che tale 
proteoglicano possa promuovere un'azione trofica in favore del differenziamento di 
correnti Ca2+ nella stessa direzione osservata in cellule più mature. 
5.7 L'effetto dell'agrina sulle proprieta' passive di membrana 
Ci è sembrato opportuno valutare gli effetti dell'agrina esogena sulle caratteristiche 
passive di membrana delle cellule muscolari in coltura. 
Miotubi incubati per un periodo di 4-8 giorni in agrina, non apparivano 
morfologicamente diversi da quelli di controllo; anche la loro dimensione non sembrava 
differente come evidenziato anche dai valori simili della capacità di membrana non 
significativamente differente tra controlli e trattati. Al contrario, le cellule incubate in 
agrina presentavano una riduzione della resistenza di membrana e un potenziale di 
membrana a riposo più negativo. 
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E' noto che durante la miogenesi in vitro, nella fase di fusione dei mioblasti in miotubi, 
il potenziale di riposo "matura" verso potenziali più negativi. Ciò è mediato 
dall'espressione programmata di canali voltaggio-dipendenti (Bijlenga et al., 1998; 
Occhidoro et al., 1998; Liu et al., 1998; Fischer-Lougheed et al., 200 l) ma anche 
dall'attività della pompa ATPasica Na+/K+, che gioca un ruolo importante nell'origine 
del potenziale di membrana a riposo (Akaike, 1975; Clausen , 1986; Gadsby et al., 
1977). 
5.8 La pompa Na+/K+ -ATPasi ed il potenziale di membrana a riposo 
E' stato precedentemente osservato che l'aumento del potenziale di membrana 
evidenziato durante il differenziamento di cellule muscolari in coltura, corrispondeva 
all'aumento della componente elettrogenica della pompa Na+/K+-ATPasica come 
anche all'aumento nell'espressione della stessa (Brodie et al., 1985). 
L'abilità della strofantidina, glucoside cardiaco- bloccante della pompa Na+/K+-
ATPasica di depolarizzare la membrana dei miotubi, ci ha rivelato il contributo della 
pompa A TPasica al potenziale di riposo di tali cellule. Il fatto che il trattamento in 
agrina portasse ad un'ulteriore depolarizzazione del potenziale di riposo, ci ha poi 
suggerito che la presenza di agrina, quale fattore neurotrofico, potesse modulare 
positivamente l'espressione della pompa Na+/K+- ATPasica. I dati del western blot 
evidenziano infatti un aumento nell'espressione delle subunità al e a2 della stessa 
pompa durante il differenziamento in vitro dei miotubi trattati con agrina. In particolare 
l'aumento di espressione dell'isoforma al appare già in stadi precoci del trattamento 
con agrina (4 giorni in DM), mentre un aumento dell'isoforma a2 è stato osservato con 
un tempo più lungo di incubazione in agrina. 
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Pur non potendo escludere che la variazione del potenziale di membrana sia legata ad 
una maggiore permeabilità o espressione di canali di "leak" in seguito a trattamento con 
agrina, suggeriamo quindi che un aumento della espressione della subunità al della 
pompa Na+/K+- ATPasica possa partecipare alla "maturazione" del potenziale di riposo 
dei miotubi durante la miogenesi in vitro. 
Il meccanismo d'azione della strofantidina è purtroppo poco noto. E' stato suggerito che 
uno degli effetti dell'ouabaina, che analogamente alla strofantidina è un glucoside 
cardiaco che blocca la pompa Na+/K+- ATPasica, è l'eliminazione della componente 
elettrogenica della pompa, quindi una diminuzione del flusso di K+ mediante i canali di 
leak (Pauw et al., 2000). Se questo fosse l'effetto della strofantidina, il maggiore effetto 
depolarizzante osservato dopo la somministrazione della stessa nei miotubi trattati con 
agrina potrebbe derivare da un blocco di canali K+ di leak, possibilmente maggiormente 
espressi in agrina. 
Interessante il fatto che uno degli effetti del trattamento con il fattore neurotrofico 
(NGF) in cellule muscolari in coltura risulta essere proprio l'aumento dell'espressione 
proteica della pompa Na+/K+- ATPasica (Brodie & Sampson, 1986 e Vigdor-Alboim et 
al., 1999). 
5.9 Espressione della componente "veloce" e "lenta" della MHC 
Mentre l 'ultrastruttura e la composizione molecolare dei sarcomeri è simile tra i diversi 
tipi di cellule muscolari, esiste un alto grado di variabilità molecolare dovuta 
all'esistenza di multiple isoforme dei componenti miofibrillari che porta ad una 
differenza nelle proprietà contrattili della fibra muscolare. La miosina del muscolo 
scheletrico è costituita da due catene pesanti ognuna delle quali è associata a due catene 
leggere. Nei mammiferi sono state identificate almeno dieci isoforme della catena 
pesante della miosina presenti in varia proporzione nelle fibre dei muscoli scheletrici a 
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seconda delle richieste funzionali. E' cosi' che fibre muscolari di tipo I esprimono le 
catene di miosina lente, mentre le fibre di tipo II esprimono una delle isoforme rapide 
(Schiaffino & Reggiani, 1996). 
Fibre veloci e lente coesistono nel muscolo scheletrico umano e la loro natura deriva 
dalla presenza di isoforme lente o veloci della miosina, coinvolta nel processo di 
contrazione. 
Non è ancora chiaro se le cellule satelliti, quali precursori quiescenti delle fibre 
muscolari, siano programmate per esprimere isoforme specifiche di proteine 
miofibrillari. Cellule satelliti isolate da muscolo scheletrico di pollo e di topo, 
esprimono in vitro il fenotipo "lento" o "veloce" della MHC a seconda del tipo di fibra 
lenta o veloce dal quale sono state isolate (Rosenblat et al., 1996). Si tratta quindi di una 
popolazione eterogenea di cellule satelliti in cui le singole cellule satelliti mantengono 
la traccia del tipo di fibra da cui originano. Al contrario, è stato osservato che in cellule 
satelliti umane coltivate in vitro tutti i cloni miogenici coesprimono entrambe le 
isoforme della MHC, "lente" e "veloci" (Edom et al., 1994). Tuttavia, studi di 
stimolazione di muscoli in rigenerazione individuano differenze intrinseche tra cellule 
satelliti in muscoli lenti e veloci. Nei muscoli maturi stimolazione continua a bassa 
frequenza induce l'espressione dell'isoforma lenta della MHC nel soleo, muscolo lento 
e non nell' extensor digitorum longus, muscolo veloce ( Schiaffino & Reggiani, 1996). 
Al fine di individuare se l'effetto dell'agrina sulle proprietà passive e attive di 
membrana fosse causa di una maturazione nel processo di differenziamento cellulare 
delle cellule muscolari durante la miogenesi in vitro, abbiamo studiato l'espressione 
delle componenti "lenta" e "veloce" della MHC. 
Come osservato in precedenza (Edom et al., 1994), anche nei nostri miotubi umani in 
coltura coesistono MHC "veloci" e "lente", con un'espressione maggiore delle "veloci" 
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rispetto alle "lente". Sia le isoforme "lente" che le "veloci" sono presenti in quantità 
maggiori in cellule trattate con agrina, suggerendo che l'agrina promuove in generale il 
differenziamento cellulare favorendo la regolazione positiva delle proteine contrattili. 
Poiché dai dati di immunocitochimica possiamo rilevare che le due isoforme, lente e 
veloci sono coespresse all'interno dello stesso miotubo, si può sostenere che l'aumento 
di espressione della miosina dipende dal grado di differenziamento dei singoli miotubi e 
non dall'esistenza di popolazioni di cellule in cui è favorita l'espressione di un'isoforma 
rispetto all'altra. Inoltre, c'è da sottolineare che un' omogeneità nell'espressione delle 
due isoforme della miosina in cellule precursori delle fibre muscolari mature è 
ovviamente considerata un vantaggio nel muscolo dove sono presenti sia fibre veloci 
che lente. Ciò permetterebbe la crescita o rigenerazione di qualsiasi tipo di fibra 
muscolare a partire da una cellula satellite. 
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6. CONCLUSIONI 
In questo lavoro sono state studiate le proprietà elettriche di membrana di cellule 
muscolari scheletriche murine ed umane durante la miogenesi in vitro. 
In particolare, si è studiato il ruolo delle conduttanze Ca2+ e K+ Ca2+ -dipendenti nel 
generare l'attività elettrica pacemaker osservata in concomitanza con la contrazione 
meccanica in cellule murine in coltura dopo 4-5 giorni in medium di differenziamento. 
I risultati hanno rivelato che correnti Ca2+ voltaggio-dipendenti di tipo T sono 
responsabili della depolarizzazione del potenziale di membrana che facilita il 
raggiungimento della soglia per la nascita di potenziali d'azione TTX sensibili. Correnti 
K+ Ca2+ dipendenti di tipo SK, apamino-sensibili sono attivate grazie all'ingresso di 
Ca2+ promosso dal potenziale d'azione e mediano l' iperpolarizzazione post-spike che, a 
sua volta, rimuove l'inattivazione dei canali Ca2+ di tipo T. 
Il gioco tra conduttanze ioniche è quindi responsabile dell'attività elettrica spontanea 
osservata nei miotubi murini. 
In cellule muscolari scheletriche umane, isolate da cellule satelliti, in cui non si osserva 
attività spontanea in mancanza del nervo, abbiamo studiato il ruolo del fattore 
neurotrofico di origine neuronale, agrina nella modulazione delle proprietà passive e 
attive di membrana. 
In particolare abbiamo evidenziato che l'agrina riduce la resistenza di membrana, 
aumenta il potenziale di membrana a riposo in direzione iperpolarizzante, favorisce 
l'espressione della pompa Na+-K+, regola negativamente l'espressione di correnti K+ di 
tipo SK, facilita l'attivazione di correnti Ca2+ di tipo L e riduce l'espressione di correnti 
Ca2+ di tipo T. Tali fenomeni sono tutti stati osservati essere coinvolti nel processo di 
maturazione delle cellule muscolari. A conferma di ciò abbiamo rilevato che l'agrina 
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facilita l'espressione delle componenti lente e veloci della catena pesante della miosina, 
una delle proteine contrattili maggiormente coinvolte nel processo di contrazione 
muscolare. L'agrina neuronale induce quindi il differenziamento della cellula muscolare 
durante la sinaptogenesi mimando l'attività promossa in vivo a livello di giunzione 
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